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Tutkimuksen tarkoituksena oli tarkastella Turun yliopistollisen keskussairaalan Perinnöllisyys-
lääketieteen poliklinikan potilailta sekvensoinnin perusteella löydettyjä tuntemattoman merki-
tyksen varianteiksi, eli VUS-varianteiksi, kutsuttuja BRCA1- ja BRCA2-geenien emäsvariantte-
ja. Tutkittavia BRCA1-variantteja oli neljä ja BRCA2-variantteja 18. Alun perin tutkimuksen 
tarkoitus oli tutkia näiden varianttien alleelista epätasapainoa droplet digital PCR- eli ddPCR -
menetelmällä, mutta huonon näytesaatavuuden takia tutkimus rajattiin vain varianttien tarkaste-
luun in silico -menetelmillä. Varianttien tarkastelu suoritettiin erilaisilla tietokoneohjelmilla, 
joihin lukeutuivat Alamut, Human Splicing Finder, RBPmap ja RegRNA. Tietokoneanalyysien 
tuottamaa tietoa tarkasteltiin jokaisen variantin osalta, ja tämän perusteella varianttien joukosta 
löytyi kolme erityisen mielenkiintoista varianttia, jotka tietokoneanalyysien perusteella voisivat 
sopia hyvin jatkotutkimuksiin, ohjelmien havaitsemien geenin toiminnan kannalta mahdollisesti 
haitallisten ominaisuuksien perusteella. Nämä variantit olivat BRCA2 c.6821G>T c.7712A>G, 
ja c.9872C>G. 
 
Tämän lisäksi tutkimuksen tarkoituksena oli tutkia ANO7-geenin eturauhassyöpäriskiä lisäävän 
rs77559646-varianttia kantavien potilaiden cDNA-näytteiden alleelista epätasapainoa droplet 
digital PCR -menetelmällä. Tutkimukseen valittiin kymmenen näytettä ja kolme yhden 
nukleotidin polymorfian (SNP) emästä RNA-tason alleelisen epätasapainon määritystä varten. 
Tarkoituksena oli vertailla tällä menetelmällä saatuja tuloksia jo olemassa oleviin sekvensointi-
tuloksiin, ja tarkastella menetelmän soveltuvuutta alleelisen epätasapainon tutkimiseen RNA-
tasolla. Tulosten perusteella ddPCR pystyi helposti havaitsemaan toisen alleelin puuttumisen 
homotsygoottisista näytteistä, mutta heterotsygoottisten näytteiden osalta menetelmän tarkkuus 
alleelisen epätasapainon määrityksessä vaihteli tutkittavasta SNP:stä ja näytteestä toiseen. Jois-
sain näytteissä sekvensointi ja ddPCR-tulokset tukivat toisiaan, mutta toisissa näytteissä mene-
telmillä saadut tulokset erosivat toisistaan merkittävästi. Tilanteessa, jossa sekvensoinnilla saatu 
tieto alleelien välisestä suhteesta ei ollut kattavaa, ddPCR pystyi todennäköisesti määrittämään 
alleelien välisen suhteen tarkemmin kuin sekvensointidataan perustuva tulkinta.  
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1.1 Rinta- ja eturauhassyöpä 
 
Rintasyöpä on suomalaisnaisten yleisin syöpätyyppi, johon sairastui Suomen syöpäre-
kisterin (2020) mukaan vuonna 2018 4934 naista. Vuosittain rintasyöpään sairastuu 
Suomessa noin 5000 naista. Suomen rintasyöpäryhmän diagnostiikka- ja hoitosuositus-
ten mukaan (Joensuu 2019) syöpäriskiin vaikuttavat monet ympäristötekijät, kuten lap-
settomuus, vaihdevuosioireisiin käytetyt hormonihoidot, runsas alkoholin käyttö, tupa-
kointi ja ylipaino, mutta useimmiten suoranaista syytä potilaan syövän ilmaantumiselle 
ei pystytä määrittämään. On arvioitu, että noin 5–10 % rintasyövistä voidaan selittää 
perinnöllisellä alttiudella. 
 
Tunnetuimmat perinnölliseen alttiuteen liittyvät geenit ovat BRCA1 ja BRCA2, joiden 
yhteys rintasyöpään todettiin jo yli kaksikymmentä vuotta sitten. Miki ym. (1994) tote-
sivat BRCA1-mutaatioiden yhteyden rintasyöpäriskiin jo vuonna 1994, ja hieman myö-
hemmin Wooster ym. (1995) työryhmineen löysi yhteyden BRCA2-geenin ja rinta-
syöpäriskin välillä. BRCA1 ja BRCA2 ovat geenejä, jotka säätelevät DNA:n korjausme-
kanismeja ja transkriptiota DNA-vaurioiden yhteydessä. Yoshidan ja Mikin (2004) yh-
teenvedossa mainitaan, että geenien toiminta on yhteydessä myös kromosomaalisen 
stabiliteetin ylläpitämiseen, sekä solusykliin ja apoptoosiin. Geenejä kutsutaan tuumori-
suppressori- eli kasvurajoitegeeneiksi, ja jos näissä geeneissä esiintyy jokin haitallinen 
mutaatio, se voi aiheuttaa DNA:n korjausmekanismien häiriöitä, ja johtaa lisääntynee-
seen spontaanien mutaatioiden ilmenemiseen soluissa ja mahdollisesti syövän kehitty-
miseen.  
 
BRCA-mutaatioiden vaikutus rintasyöpäriskiin vaihtelee eri tutkimuksissa. Sining Che-
nin ja Giovanni Parmigianin (2007) meta-analyysin mukaan BRCA1-mutaatioiden kan-
tajilla on 57 % ja BRCA2-mutaatioiden kantajilla 49 % riski sairastua rintasyöpään 
70:een ikävuoteen mennessä, kun taas Kuchenbaeckerin ym. (2017) tutkimuksessa jo-
hon osallistui 3886 naista, syöpäriski 80:een ikävuoteen mennessä oli BRCA1-
mutaatioiden kantajilla 72 % ja BRCA2-mutaatioiden kantajilla 69 %. Tiedetään myös, 
että eri alueilla on hieman erilainen mutaatioprofiili ja rintasyövän sairastumisriski. Rin-
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tasyöpäriskin lisäksi BRCA1- ja BRCA2-mutaatioiden kantajilla on myös lisääntynyt 
riski sairastua munasarjasyöpään, jonka suuruus on noin 20—40 %. Pelkästään BRCA1-
geenistä on vuosien aikana Petrucellin ym. (1998) mukaan löydetty yli 1800 patogeenis-
tä varianttia. 
 
Suomen syöpäjärjestöjen mukaan (2020 b) eturauhasyöpä on puolestaan miesten yleisin 
syöpä, johon sairastuu vuosittain Suomessa noin 5000 henkilöä. Suomen syöpärekiste-
rin (2020) mukaan vuonna 2018 syöpään sairastui 5016 miestä.  Sairauden tarkkaa ai-
heuttajaa ei tiedetä, mutta on havaittu, että syöpäriskiä lisäävät runsas rasvan ja lihan 
syöminen, liikunnan puute sekä tupakointi. Epidemiologisten analyysien perusteella on 
perinnöllisen alttiuden esitetty olevan syynä noin puolessa syöpätapauksia. Esimerkiksi 
Hjelmborg ym. (2014) havaitsivat pohjoismaalaisessa kaksostutkimuksessa, että syöpä-
riskistä noin 57 % voidaan mahdollisesti selittää perinnöllisillä tekijöillä. Kankuri-
Tammilehdon, Vihisen ja Schleutkerin (2019) katsauksen mukaan näitä perinnöllisiä 
tekijöitä tunnetaan toistaiseksi vain vähän, mutta esimerkiksi HOXB13-geenin virheet 
ovat osoittautuneet syöpäriskiä kasvattavaksi tekijäksi erityisesti pohjoismaalaisessa 
väestössä. Myös ATM- ja CHEK2-geenien mutaatiot näyttävät lisäävän syöpäriskiä. 
 
Yksi eturauhasyöpäriskiin vaikuttava tekijä näyttäisi olevan mutaatiot ANO7-geenissä. 
ANO7 on erityisesti eturauhasessa esiintyvä anoktamiini-perheeseen kuuluva kalsiumin 
aktivoima transmembraaninen proteiini, jolla on fosfolipidi-skramblaasi -aktiivisuutta 
(phospholipid scramblase). Proteiinin tarkkaa merkitystä solun toiminnalle ei vielä tun-
neta. Kaikkonen ym. (2018) löysivät geenistä kaksi mutaatiota, jotka näyttävät merkit-
tävästi lisäävän syöpäriskiä. Variantti rs77559646 on silmukointia häiritsevä variantti, 
joka tutkimuksen perusteella on yhteydessä lisääntyneeseen syöpäriskiin, sekä syövän 
aggressiivisuuteen. Tämä variantti aiheuttaa neljännen eksonin jälkeisen intronisen 
fragmentin säilymisen sekvenssissä. Variantti rs148609049 puolestaan on 5’-UTR alu-
eella sijaitseva variantti, joka ei tutkimuksen mukaan lisää syöpäriskiä, mutta sillä näyt-
tää olevan yhteys aikaisempaan kuolleisuuteen syöpään sairastuneilla. Tämän lisäksi 
tutkimus osoitti ANO7-geenin ekspression olevan korkeampaa syöpäkudoksessa, kuin 
normaalissa eturauhaskudoksessa, ja tämä korkeampi ekspressio oli yhteydessä korke-





1.2 Emäsvarianttien tarkastelu ja tulkinta 
 
Jos henkilö epäilee kuuluvansa sukuun, jossa esiintyy perinnöllistä syöpää, hänellä on 
mahdollisuus hakeutua perinnöllisyysneuvontaan. Potilaan genomia tarkastelemalla on 
mahdollista selvittää, kantaako hän joitain vaarallista patogeenistä mutaatiota tai harmi-
tonta varianttia geeneissä, joiden on osoitettu olevan yhteydessä syöpäriskiin. Näiden 
tutkimusten ongelmana on kuitenkin se, että esimerkiksi BRCA-geeneistä on löydetty 
jopa tuhansia variantteja, ja edelleen löydetään uusia ennestään tuntemattomia variantte-
ja. Näitä vaikutuksiltaan tuntemattomia variantteja kutsutaan tuntemattoman merkityk-
sen varianteiksi, eli VUSeiksi (variant of uncertain/unknown significance). Jos potilas 
saa tutkimuksesta vastaukseksi, että hän kantaa varianttia, jonka merkitystä ei tarkkaan 
tiedetä, tämä vaikeuttaa perinnöllisyysneuvontaa, ja voi lisätä potilaan huolta, vaikka 
perinnöllisyysneuvonnassa selitetäänkin perusteellisesti se, mitä muutoksesta nykyään 
tiedetään. Asiaan joudutaan palaamaan muutaman vuoden kuluttua, jolloin on mahdol-
lista tarkistaa, onko variantin merkityksestä tullut uutta tietoa. Ennaltaehkäiseviin toi-
menpiteisiin, kuten esimerkiksi rintojen poistoon, ei voi ryhtyä epävarman variantin 
havaitsemisen perusteella, koska VUS-muutos saattaa ollakin hyvänlaatuinen variantti, 
joka ei ollenkaan selitä potilaan sairastumisriskiä. Näistä syistä on tärkeää tutkia ja sel-
vittää VUSien vaikutuksia geeneihin ja syöpäriskiin. Alati lisääntyvä tutkimustieto joh-
taa ajan kuluessa VUS-varianttien uudelleen luokitteluun haitallisiksi tai harmittomiksi, 
mikä helpottaa potilaiden hoidon suunnittelua, kuten Son ym. (2019) tutkimuksessa, 
jossa 75:stä BRCA1 tai BRCA2 VUS-varianttia kantavasta potilaasta kaksi määritettiin 
uudestaan päivitettyjen tietojen ja suositusten perusteella haitallisen variantin kantajiksi 
ja kolmekymmentä todennäköisesti harmittoman variantin kantajiksi. Jos variantin luo-
kitus muuttuu patogeeniseksi eli mutaatioksi, niin tietoa voidaan käyttää sukulaisten 
syöpäriskin arvioinnissa: ne sukulaiset, joilla ei ole mutaatiota vapautuvat tihennetystä 
seurannasta. 
 
The American College Of Medical Genetics And Genomics (ACMG), Association for 
Molecular Pathology (AMP) ja College of American Pathologists ovat yhdessä antaneet 
ohjeistuksia varianttien patogeenisyyden asteen määrittämiseen. Jotta variantti voidaan 
luokitella luotettavasti patogeeniseksi tai harmittomaksi, on variantin vaikutuksesta ol-
tava luotettavaa tietoa useasta lähteestä. Eri kriteerien perusteella varianttien patogeeni-
syys voidaan luokitella Richardsin ym. (2015) suositusten mukaan viiteen eri kategori-
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aan: patogeeninen (pathogenic), todennäköisesti patogeeninen (likely pathogenic), epä-
varma (uncertain significance), todennäköisesti harmiton (likely benign) ja harmiton 
(benign). Patogeenisyydestä epäilyn herättävät esimerkiksi variantit, jotka aiheuttavat 
geenin transkriptiin ennenaikaisen lopetuskodonin, sekä emäsmuutokset, jotka muutta-
vat tietyn aminohapon samaksi, kuin jokin aikaisemmin todettu patogeeninen variantti. 
Myös proteiinin toiminnalle kriittisille domeeneille ilmaantuneet variantit voivat viitata 
patogeenisyyteen, varsinkin jos näillä alueilla ei ole aikaisemmin todettu harmittomia 
emäsmuutoksia. Tämän lisäksi siittiössä, munasolussa tai alkiokehityksessä voi tapahtua 
de novo -mutaation syntyminen, jolloin perinnöllistä sairautta sairastavan henkilön su-
vussa ei ole ennestään samaa sairautta, mutta tällaisen muutoksen osoittaminen perin-
nölliseksi on haasteellista. Kaikenlaisten emäsvarianttien kohdalla on tosin tärkeä myös 
tarkastella variantin mahdollisia vaikutuksia silmukointiin.  
 
Geenituotteen tai transkriptin toimintaa voidaan myös tutkia in vitro- ja in vivo -
menetelmillä, ja jos validoitu menetelmä toteaa variantin olevan proteiinille toiminnalli-
sesti haitallinen, tai että variantti häiritsee transkriptin silmukointia, on tämä myös vah-
vaa todistusaineistoa variantin patogeenisyydelle, olettaen, että tutkimukseen käytetyt 
menetelmät on validoitu tähän käyttötarkoitukseen. Populaatiotasolla patogeenisyyteen 
voi viitata se, että variantti esiintyy sairailla ihmisillä huomattavasti useammin kuin 
kontrollipopulaatiossa. Tämän menetelmän ongelmana on kuitenkin se, että erittäin har-
vinaisten varianttien tutkimuksissa tilastollinen merkittävyys usein laskee niin paljon, 
että tuloksien tulkitseminen muuttuu kyseenalaiseksi. Myös erilaisten tietokoneohjel-
mien tulkintoja voidaan pitää merkkinä patogeenisyydestä, jos usea eri ohjelma toteaa 
variantin haitalliseksi. Tosin tietokoneanalyysit yksin eivät koskaan riitä todistukseksi 
patogeenisyydestä, vaan tarvitsevat rinnalleen myös muuta todistusaineistoa. 
 
Richardisin ym. (2015) suosituksista löytyy monia muita kriteerejä patogeenisyyden 
arvioimiseksi. Kirjoittajat myös painottavat, että tekstissä mainitut kriteerit eivät välttä-
mättä sovi jokaisen geenin tutkimiseen. Tämä on erityisen tärkeää huomioida varsinkin 
silloin, kun todistusaineistona on ainoastaan tiettyyn sairauteen tai geenin erikoistuneen 
asiantuntijaryhmän omakohtainen tulkinta tietyn variantin patogeenisyydestä.  
 
Richardisin ym. (2015) ohjeet ja niiden noudattaminen, sekä päivittäminen ovat tärkeitä, 
sillä standardoidut patogeenisyyteen viittaavat kriteerit ja sanasto helpottavat kliinisten 
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laboratorioiden ja muiden terveydenhuollon ammattilaisten välistä yhteistyötä ja -
ymmärrystä, jos potilaan tutkimuksen osaksi kuuluu emäsvarianttien tarkastelu. Ym-
märrettävä asiantuntijoiden laatima raportti potilaan kantamasta variantista helpottaa 
kaikkien osapuolien yhteistyötä, sekä potilaan hoidon ja seurannan suunnittelua. 
 
Terveydenhuollon ammattilaisilla ja tutkijoilla on käytettävissä myös monia eri tieto-
kantoja, joista löytyy ajankohtaista tietoa yksittäisten varianttien vaikutuksista. Yksi 
tunnetuimmista tällaisista tietokannoista on Landrumin ym. (2017) kuvaama ja NCBI:n 
ylläpitämä ClinVar. Tämän tietokannan tarkoitus on koota yhteen tietoa varianteista eri 
lähteistä, ja saatavilla olevan tiedon määrän ja uskottavuuden perusteella määritellä va-
riantin mahdollinen vaikutus patogeeniseksi, harmittomaksi tai tuntemattomaksi. Kaikki 
tietyn variantin vaikutukseen viittaavien tutkimusten ja datasettien lähteet löytyvät vari-
antin sivulta riippumatta siitä, ovatko tutkimusten johtopäätökset variantin vaikutuksista 
yhdenmukaisia vai ristiriitaisia. Tämän lisäksi jokaiselle variantille on tietokannassa 
määritetty oma variantin vaikutuksen johtopäätöksen luotettavuutta edustava ”review 
status” -pistemäärä, jossa suurempi luku viittaa luotettavampaan tulkintaan variantin 
vaikutuksesta, johtuen tiukemmista ja kattavammista arviointiperusteista. Nolla tähteä 
viittaa siihen, että variantti on vain havaittu ja sen vaikutuksen tulkinnalle ei ole todis-
teita, yksi tähti tarkoittaa, että variantti ja sen vaikutus on kuvailtu vain kerran, tai että 
useampi lähde on kuvaillut variantin vaikutuksen ristiriitaisesti. Jos variantin ”review 
status” -pistemäärä ylittää kolme tähteä, on variantin vaikutuksen tulkinta todennäköi-
sesti luotettava, sillä tämän pistemäärän voi saada vain asiantuntijapaneelin arvioima 
variantti. ClinVarin arviointijärjestelmä ja pisteytys helpottaa eri varianttien vaikutusten 
tarkastelemista, ja samalla kokoaa yhteen varianttiin viittaavaa kirjallisuutta, sekä päi-
vittää tietoja variantista uusien tutkimuslöydösten ja julkaisujen myötä.  
 
Yleisesti variantteja arvioivien tietokantojen lisäksi on olemassa monia spesifisempiä 
tietokantoja, kuten esimerkiksi BRCA-geeneihin ja rintasyöpään keskittyvä ENIGMA 
consortium (2020), jonka asiantuntijaryhmä arvioi ja luokittelee aktiivisesti VUS-
variantteja. Tämän tietokannan luokittelut ja tulkinnat ovat erityisen tärkeitä rintasyövän 





1.3 Mutaatioiden vaikutusten ennakkoarviointi in silico -menetelmillä 
 
Eri variantteja kuvailevien tietokantojen tarkastelun lisäksi, on ennen varsinaisen tutki-
mustyön aloittamista usein myös hyvä tarkastella erilaisten emäsmuutosten vaikutuksia 
teoreettiselta pohjalta erilaisilla tietokoneohjelmilla. Tällä tavalla voidaan suuresta mää-
rästä erilaisia emäsmuutoksia rajata tutkimukseen ne mutaatiot, jotka vaikuttavat mie-
lenkiintoisimmilta, tai eroavat merkittävästi muista vaihtoehdoista. Mielenkiintoisia 
emäsmuutoksia ovat esimerkiksi sellaiset, jotka muuttavat jonkin proteiinin toiminnalle 
kriittisen aminohapon kemiallisesti erilaiseksi aminohapoksi, tai muutokset, jotka muut-
tavat jotenkin mRNA:n silmukointia, johtaen erilaiseen proteiinituotteeseen.  
 
Tietynlaisten emäsmuutosten, kuten ennenaikaisten lopetuskodonien, lukuraamia muut-
tavien indel-mutaatioiden ja suurten deleetioiden vaikutukset ovat tyypillisesti haitalli-
sia geenin toiminnalle. Yksittäisten emäksien muutokset, intronisten mutaatioiden ja 
geenin säätelyalueilla sijaitsevien mutaatioiden vaikutuksia on puolestaan vaikeampi 
ennakoida. Tällaiset mutaatiot saattavat muuttaa jonkin proteiinin toiminnalle kriittisen 
aminohapon toiseksi, häiritä RNA:n silmukointiprosessia, tai muuttaa jonkin DNA:han 
tai RNA:han sitoutuvan proteiinin tunnistussekvenssin toimimattomaksi. Toisaalta mo-
net tällaisista mutaatioista voivat olla täysin harmittomia.  
 
Mutaatioiden vaikutusten ennakointia varten on kehitetty monia erilaisia tietokoneoh-
jelmia, jotka tarkastelevat mutaatioiden mahdollisia vaikutuksia eri menetelmillä ja eri 
lähtökohdista. Yksi kliinisen tutkimuksen käytetyimpiä ohjelmia on Alamut® Visual, 
joka yhdistää monen erilaisen ennusteohjelman ja julkisten tietokantojen havainnot yh-
deksi helppolukuiseksi tulokseksi. Alamut-ohjelmaan kuuluu neljä erilaista alaohjel-
maa: Align-GVGD, PolyPhen-2, SIFT ja MutationTaster2. Alamutiin kuuluva Align-
GVGD-ohjelma (Tavtigian ym. 2006) ennakoi missense-mutaatioiden haitallisuutta 
proteiinin toiminnalle aminohappotasolla, tarkastelemalla mutaation seurauksena muut-
tuneen aminohapon kemiallisten ominaisuuksien eroavaisuutta proteiinissa normaalisti 
ilmenevään aminohappoon verrattuna. PolyPhen-2 (Adzhubei ym. 2010) tarkastelee 
mutaatioiden vaikutuksia proteiinin kolmiulotteiseen rakenteeseen, sekä tutkii, miten 
yleistä aminohapon muuttuminen toiseksi tietyssä kohdassa aminohapposekvenssiä on 
homologisissa proteiineissa. Samanlaisilla menetelmillä toimii myös ohjelma nimeltä 
SIFT (Sim ym. 2012). MutationTaster2 (Schwarz ym. 2014) tarkastelee proteiinin ra-
kenteen lisäksi mutatoituneen emäksen fylogeneettistä konservoitumista ja mutaation 
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aiheuttamia mahdollisia vaikutuksia silmukointiin, sekä geenin säätelyalueisiin. Näiden 
lisäksi Alamut-ohjelma tarkastelee myös muuttuneen nukleotidin ja aminohapon fylo-
geneettistä konservoitumista.   
 
Internetistä löytyy monia muita erilaisia ilmaisia sekä maksullisia ennusteohjelmia, joita 
tutkijat voivat käyttää projekteissaan. Esimerkiksi Human Splicing Finder (Desemet 
ym. 2009) käyttää monia erilaisia algoritmejä löytääkseen silmukointiin tarvittavien 
sekvenssien häiriöitä. RBPmap (Paz ym. 2014) puolestaan etsii nukleiinihapposekvens-
sistä erilaisia RNA:ta sitovien proteiinien sitoutumiskohtia, ja vertailemalla mutaa-
tiosekvenssiä normaaliin sekvenssiin, voidaan tarkastella mutaatioiden aiheuttamia 
mahdollisia muutoksia. RegRNA -ohjelma (Huang ym. 2006) tunnistaa mRNA-
sekvenssistä erilaisia säätelyalueita, kuten silmukointiin tarvittavia sekvenssejä, miRNA 
kohdesekvenssejä ja transkriptiosäätelyyn tarvittavia sekvenssejä. Vertaamalla mutant-
tisekvenssiä normaalisekvenssiin voi ohjelmalla tarkastella mutaatioiden mahdollisia 
vaikutuksia.  
 
Vaikka eri ennusteohjelmien tarkkuus paranee alati ohjelmien kehittyessä, emme pysty 
kuitenkaan korvaamaan oikeaa mutaatioiden tutkimusta näillä ohjelmilla. Ernst ym. 
(2018) selvittivät Alamut-ohjelman tarkkuutta BRCA1 ja BRCA2 missense-varianttien 
patogeenisyyden toteamiseen, ja kävi ilmi, että ohjelma ennusti runsaasti vääriä positii-
visia tuloksia, joiden mukaan harmiton variantti olisi ohjelman mukaan patogeeninen. 
Toisaalta tutkimuksessa kävi myös ilmi, että SIFT ja MutationTaster2 pystyivät sulke-
maan pois patogeeniset variantit hyvin, eli nämä ohjelmat tulkitsivat patogeeniset vari-
antit erittäin harvoin harmittomiksi. 
 
Ennusteohjelmat tarjoavat hyvän tavan keskittää tutkimuksia todennäköisimmin merkit-
täviin emäsmuutoksiin, mutta lopullinen tulos mutaatioiden vaikutuksista on silti todet-
tava muillakin tutkimusmenetelmillä. Geenit, geenituotteet ja niiden säätelyjärjestelmät 
ovat monimutkaisia verkostoja, joista emme vielä tiedä kaikkea, ja tämän takia ennuste-








1.4 Alleelinen epätasapaino 
 
Alleelinen epätasapaino (allelic imbalance), josta käytetään myös nimitystä alleelis-
pesifinen ekspressio (allele specific expression) on ilmiö, jossa ihmisen kahdesta van-
hemmilta peritystä saman geenin alleeleista toinen ekspressoituu enemmän tai vähem-
män kuin toinen. Bucklandin (2004) katsauksen mukaan, tämä ilmiö näyttää olevan 
yleinen ihmisgenomissa, ja johtuu usein muutoksista geenien säätely- ja promootto-
rialueilla, sekä epigeneettisistä muutoksista. Myös erilaiset mutaatiot itse geenissä näyt-
tävät vaikuttavaan alleeliseen epätasapainoon. Jos toinen alleeli on täysin poissa geno-
mista deleetion takia, geenin ekspressio odotetusti laskee. Mutaatiot, jotka aiheuttavat 
ennenaikaisia lopetuskodoneja, tai lukukehyksen muutoksia, näyttävät paikasta riippuen 
Rheen ym. (2017) mukaan laskevan geeniekspressiota paljon useammin, kuin silmu-
kointiin vaikuttavat mutaatiot, missense mutaatiot, tai hiljaiset mutaatiot. Tämän lisäksi 
Mizuno ja Okada (2019) ovat havainneet, että jotkin mutaatiot vaikuttavat alleelien väli-
seen ekspressioon eri tavalla eri kudoksissa.  
 
Alleelisen epätasapainon vaikutus syöpäriskiin on kiistanalainen, ja näyttää riippuvan 
syöpätyypistä. Eri tekniikoilla tehdyt tutkimukset vaikeuttavat tuloksien vertailua ja 
saattaa osaltaan johtaa ristiriitaisiin tuloksiin. Pyrosekvensointia käyttäen ovat Tomsic 
ym. (2010) ja Segui ym. (2011) esimerkiksi todenneet, ettei TGFBR1-geenin alleelista 
epätasapainoa esiinny paksusuolensyöpään sairastuneilla ihmisillä merkittävästi enem-
män kuin terveillä ihmisillä. Akuutin myeloidisen leukemian (AML) tapauksessa taas 
sekvenssidataan perustuvan Batchan ym. (2019) tutkimuksen mukaan alleelista epätasa-
painoa esiintyy syöpää sairastavilla ihmisillä yhdeksässä geenissä, jotka ovat usein mu-
tatoituneita sairastuneilla ihmisillä. Merkittävin ero normaali- ja mutanttialleelin väli-
sessä ekspressiossa havaittiin GATA2-geenissä. 
 
Chen ym. (2008) havaitsivat alleelispesifistä realiaikaista PCR-tekniikkaa käyttäen, että 
alleelista epätasapainoa BRCA1- ja BRCA2-geenien ekspressiossa esiintyy rintasyöpää 
sairastavilla ihmisillä, mutta ei terveillä henkilöillä. Samaa tekniikkaa hyödyntäen Shen 
ym. (2011) havaitsivat, että BRCA1-geenin alleelista epätasapainoa esiintyy munasarja-
syöpään sairastuneilla henkilöillä enemmän kuin terveillä. BRCA2-geenin alleelista epä-
tasapainoa ei tutkimuksessa havaittu syöpään sairastuneilla henkilöillä. Näiden havain-
tojen lisäksi Huijsmansin ym. (2015) mukaan, myös HER2- ja TOPA2-geenien alleelista 
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epätasapainoa näyttää esiintyvän varsinkin HER2-geeniä yliekspressoivissa sekä tripla-
negatiivisissa rintasyöpäkasvaimissa, mutta ei normaalissa rintasyöpäkudoksessa.  
 
”SNaPshot quantitative primer extension assay” -tekniikkaa käyttämällä ovat Caux-
Moncoutier ym. (2009) myös tutkineet alleelista epätasapainoa rintasyöpää sairastavilla 
henkilöillä, jotka eivät kantaneet mitään tunnettuja haitallisia mutaatioita, mutta kantoi-
vat jotain VUS-varianttia. Kuudestatoista BRCA1 VUS-varianttia kantavasta potilaasta 
kahdella havaittiin normaalin vaihtelun ulkopuolella oleva ero alleelien välisessä eks-
pressiossa. 37:stä BRCA2 VUS-varianttia kantavasta potilaasta kolmella havaittiin nor-
maalista vaihtelusta poikkeava ero alleelisessa ekspressiossa. Uudessa pyrosekvensoin-
tia hyödyntävässä tutkimuksessa taas Jamard ym. (2017) eivät löytäneet yhteyttä 
BRCA1- tai BRCA2-geenin alleelisen epätasapainon ja rinta- ja munasarjasyöpäriskin 
välillä. Eri tutkimusmenetelmien ja tutkimusten ristiriitaisten tuloksien johdosta alleeli-
sen epätasapainon vaikutus rinta- ja munasarjasyöpäriskiin on vielä toistaiseksi epävar-
ma.   
 
1.5 Droplet Digital PCR 
 
Droplet digital PCR eli ddPCR, on kvantitatiivinen menetelmä, jolla pystytään tarkasti 
toteamaan ja mittaamaan näytteessä olevia nukleiinihappoja EvaGreen värillä tai fluore-
soivia-koettimia (esim. Taqman) hyödyntäen. Menetelmän tarkkuuden ja spesifisyyden 
saa aikaan PCR-reaktion jakaminen 20 000:een erilliseen reaktioon, muodostamalla 
reaktioseoksesta kahden nanolitran kokoisia pisaroita, joista jokaisessa tapahtuu erilli-
nen PCR-reaktio.  Menetelmällä voidaan muun muassa havaita tiettyjä harvinaisia sek-
venssejä suuresta määrästä DNA:ta, ja verrata kahden eri alleelin välisiä ekspressiota-
soja. PCR-lämpösyklin jälkeen käytetyn väriaineen aiheuttama signaali todetaan näyt-
teestä mittaamalla pisaroiden aiheuttama fluoresenssi. DdPCR-laitteisto määrittää fluo-
resenssin perusteella jokaisen pisaran negatiiviseksi tai positiiviseksi, ja laskee tilastolli-
sesti pisaroiden perusteella näytteessä olevan DNA:n määrän. Jos samassa reaktiossa on 
kaksi eri fluoroforeilla merkattua koetinta, voidaan mitata näiden kahden koettimen 
välinen suhde (Hindson ym. 2011). 
 
DdPCR-tekniikkaa on käytetty syöpägeenien alleelisen epätasapainon tutkimiseen. De 
Smith ym. (2015) ovat tutkineet menetelmällä kuuden eri geenin syöpäriskiin liittyvien 
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SNP-emäksien (single nucleotide polymorphism) alleelisen epätasapainon yhteyttä lap-
suusajan akuuttisen lymfaattiseen leukemiaan (ALL). Tutkimuksessa selvitettiin RNA-
tason ekspression sijaan sitä, miten syöpäkudoksessa normaali- ja riskialleelit säilyivät 
syöpäsoluissa sairaudelle yleisten deleetioiden johdosta. Tutkimuksessa ei löydetty 
näyttöä sille, että syöpäkudoksen kehitys suosisi normaalin tai riskialleelin säilymistä 
kudoksessa. Maeda ym. (2020) ovat puolestaan tutkineet H3F3A-geenin K27M-
mutaation aiheuttamaa alleelista epätasapainoa diffuusien keskiviivan glioomien aivo-
kasvaimissa, ja he totesivat, että joissakin mutaatiota kantavista kasvaimista mutanttial-
leelia ilmenee enemmän kuin normaalia alleelia, johtaen mutanttialleelin korkeampaan 
ekspressioon ja syöpäpotilaiden suurempaan kuolleisuuteen. 
 
1.6 Tutkimuksen tarkoitus 
 
Yksi tutkimuksen alkuperäisistä tarkoituksista oli tutkia tiettyjen Turun yliopistollisen 
keskussairaalan (TYKS) Kliinisen genetiikan vastuualueen, Perinnöllisyyslääketieteen 
poliklinikan potilailla esiintyvien BRCA1 ja BRCA2 VUS-varianttien mahdollista yh-
teyttä geenien alleeliseen epätasapainoon ddPCR-menetelmällä, ja samalla tarkastella 
kyseisen menetelmän soveltuvuutta tutkimukseen, jossa on pieni koehenkilömäärä. En-
nen varsinaista ddPCR-analyysiä, variantit oli tarkoitus rajata ja niiden soveltuvuus tut-
kimukseen määrittää erilaisilla in silico -analyyseillä. Tutkimukseen sopivien tarkastel-
tavia variantteja kantavien potilasnäytteiden vähäisen määrän vuoksi, tutkimus rajatiin 
varianttien in silico -analyysien tarkasteluun. 
 
Tutkimuksen toinen tavoite on tutkia tiettyjen ANO7-varianttien alleelista epätasapainoa 
samalla ddPCR-menetelmällä. RNA-sekvensoinnilla on tarkasteltu Kaikkosen ym. 
(2018) löytämän syöpäriskiä lisäävän rs77559646-variantin kantajien ANO7 ekspressio-
ta ja myös sitä, ekspressoituvatko alleelit yhtä paljon, laskemalla muiden eksonisten 
SNP-emäksien alleelifrekvenssit. Tarkoituksena on tutkia näitä samoja eksonisia SNP-
emäksiä ddPCR-menetelmällä, ja verrata saatuja alleelifrekvenssien tuloksia RNA-
sekvensoinnin antamiin tuloksiin, ja näin tarkastella ddPCR-menetelmän soveltuvuutta 












BRCA1 ja BRCA2 -tutkimuksen koehenkilöt valittiin Turun yliopistollisen keskussairaa-
lan (TYKS) Perinnöllisyyslääketieteen poliklinikan potilaista, joilla oli sekvensoinnin 
perusteella todettu jokin BRCA1 tai BRCA2 VUS-variantti. Nämä variantit on listattu 
taulukkoon 1. ANO7 -tutkimusta varten puolestaan analysoitiin 10 rs77559646-
varianttia kantavan potilaan eturauhaskudoksen RNA:sta tuotettua cDNA-näytettä. Yksi 
näyte oli peräisin normaalista kudoksesta, loput syöpäkudoksesta. Käytetty cDNA oli 
tuotettu oligo(dT)- ja satunnaisalukemenetelmän (random primer mix) yhdistelmällä.  
 
2.2 BRCA-näytteiden RNA-eristys ja cDNA-synteesi 
 
BRCA-tutkimusta varten koehenkilöiltä kerättiin suostumuksella kokoverinäytteet 
”PAXgene® Blood RNA” -putkiin ja RNA eristettiin ”PAXgene® Blood RNA” -kitillä 
valmistajan ohjeiden mukaan. RNA:n eristyksen jälkeen suoritettiin cDNA-synteesi 
”iScript™ Advanced cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR” -kitillä valmistajan ohjeiden 
mukaan. Nämä työvaiheet tehtiin, vaikka kyseisiä näytteitä ei lopulta analysoitukaan. 
 
2.3 in silico -analyysi Alamut® Visual-ohjelmalla 
 
Tutkimuksessa tarkasteltiin Alamut-ohjelmalla saatuja raportteja Varsinais-Suomen 
alueella todetuista BRCA1- ja BRCA2-VUS-varianteista. DNA-tutkimusnäytteitä saatiin 
14:ltä rintasyöpägeenitutkimukseen osallistuneelta potilaalta, jotka olivat saaneet aikai-




2.4 in silico -analyysi Human Splicing Finder -ohjelmalla 
 
Tähän analyysiin käytetty ohjelma oli Human Splicing Finder versio 3.1 (HSF 3.1). 
Kyseinen ohjelmistoversio ei ole enää vapaasti saatavilla, vaan uusi päivitetty versio 
muuttui tutkimuksen aikana maksulliseksi. Analyysiä varten haettiin BRCA VUS-
variantin rs-numeron perusteella VUSia ympäröivä geenisekvenssi ”Ensembl Genome 
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Browser” -tietokannasta. Rs-numeron perusteella haetun variantin sivuilta valittiin 
”flanking sequence” -näkymä, jossa näkyi VUS-variantti punaisella ja eksoninen sek-
venssi keltaisella. VUS-varianttia ympäröivästä sekvenssistä kopioitiin sekvenssi, johon 
sisältyi eksoni ja 150–200 emästä intronista sekvenssiä. Jos VUSin sisältämä eksoni oli 
niin suuri, että eksonin ja intronisen sekvenssin pituudeksi tuli yli 2500 emästä, VUSia 
ympäröivä sekvenssi rajattiin siten, että intronista sekvenssiä oli sekvenssissä mukana 
vain 150–200 emästä VUS-emästä lähempänä olevasta intronista. Rajaus 2500 emäk-
seen perustui siihen, että Human Splicing Finder ei pysty käsittelemään tätä pidempiä 
sekvenssejä.  
 
HSF-analyysityypiksi valittiin ”analyze a sequence” ja sekvenssi valittiin kopioimalla 
ohjelmaan oma sekvenssi. Ohjelman näkymään kopioitiin rajattu sekvenssi, jossa VUS-
emäs määritettiin villityypin emäkseksi, ja sekvenssin eksoni rajattiin. ”Proceed to ana-
lysis” -toiminnon jälkeen valittiin ”perform a quick mutation”, jossa VUS-positiossa 
oleva villityypin emäs vaihdettiin mutanttiemäkseksi. Analyysin perusteella tulokset 
jaettiin kolmeen kategoriaan: uudet luovuttajasekvenssit (new donor sites), uudet ekso-
niset hiljentäjä- eli ESS-sekvenssit (new ESS sites) sekä rikkoutuneet eksoniset vahven-
taja- eli ESE-sekvenssit (broken ESE sites). Kuvassa 1 on esimerkki yhden variantin 





Kuva 1. Esimerkki BRCA1 c.230C>T-variantin Human Splicing Finder tuloksien yhteenvedos-
ta. Kuvassa näkyy ylhäällä sekvenssi, jossa on vihreällä kirjaimella merkitty normaalialleelin C-
emäs ja alemmassa sekvenssissä punaisella kirjaimella merkitty varianttialleelin T-emäs. Ekso-
ninen sekvenssi on merkitty isoilla kirjaimilla ja introninen sekvenssi pienillä kirjaimilla. Kuvan 
alaosan ”interpreted data” -osiossa näkyy minkälaisia ja millä algoritmillä ohjelma on löytänyt 
mahdollisia silmukointiin vaikuttavia muutoksia varianttisekvenssissä.  
 
2.5 in silico -analyysi RBPmap-ohjelmalla 
 
Tähän analyysiin käytetty ohjelma oli RBPmap version 1.1. Eksonisten VUSien analyy-
siä varten haettiin BRCA-geenin traskriptin referenssisekvenssi NCBI ”nucleotide” tie-
tokannasta. BRCA1-transkripteista käytettiin BRCA1-transkripti varianttia 1 (NCBI Re-
ference Sequence: NM_007294.4) ja BRCA2-geenin kohdalla ainutta tietokannassa ole-
vaa referenssi transkriptia (NCBI Reference Sequence: NM_000059.3). Intronisten va-
rianttien kohdalla haettiin samasta tietokannasta geenien referenssisekvenssit BRCA1:lle 
(NCBI Reference Sequence: NG_005905.2) ja BRCA2:lle (NCBI Reference Sequence: 
NG_012772.3). 
 
Sekvensseistä etsittiin VUS-emäksen positio ja analyysiä varten kopioitiin VUS-
emäksen molemmilta puolilta 10 emästä. Tämä sekvenssi syötettiin RBPmap ikkunaan 
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ja genomiksi valittiin human. ”Motif selection” -kohdasta valittiin RBPmap listalta ”all 
human/mouse motifs” -vaihtoehto, ja analyysi suoritettiin muuttamatta muita parametre-
jä. Jos 10 emästä ei tuottanut tuloksia, lisättiin VUS-emästä ympäröivään sekvenssiin 
emäksiä 25 emäkseen asti viisi kerrallaan, kunnes ohjelma antoi tuloksen. Jos tulosta ei 
saatu 25 emäksen kanssa, todettiin ettei sitoutumiskohtia löytynyt.  
 
Tämän jälkeen normaali referenssisekvenssissä oleva emäs muutettiin VUS-variantti 
emäkseksi ja sama analyysi toistettiin. Molempien analyysien tulokset tallennettiin, ja 
sekvenssien eroja tutkittiin. Merkittävät muutokset villityypin sekvenssistä VUS-
mutanttisekvenssiin rajattiin sitoutumiskohtiin, jotka sisälsivät VUS-emäksen. Muutok-
sia oli kahdenlaisia: uudet varianttisekvenssiin ilmestyneet sitoutumiskohdat, sekä nor-
maalisekvenssistä hävinneet sitoutumiskohdat. Jos sitoutumiskohdan muutos oli sellai-
sessa positiossa, että sitoutumiskohta ei sisältänyt VUS-emästä, tällaista muutosta ei 
huomioitu tarkastelussa. Jos tapahtunut muutos oli sellainen, että sekvenssissä oli vie-
rekkäin usea saman proteiinin sitoutumiskohtaa, ja varianttisekvenssistä hävisi osa näis-
tä sekvensseistä, ei tätä muutosta myöskään huomioitu tarkastelussa, koska sekvenssiin 
jäi edelleen sitoutumiskohtia tälle proteiinille. 
 
Kun VUS-mutanttisekvenssiä verrattiin villityypin sekvenssiin, havainnot jaettiin nel-
jään kategoriaan riippuen sitoutumiskohtaa vastaavan proteiinin toiminnasta: uudet ja 
hävinneet mahdollisesti silmukointiin liittyvät sitoutumiskohdat, sekä uudet ja hävinneet 
muut sitoutumiskohdat. Proteiinien toiminnan määrittämiseen haettiin tieto GeneCards 





Kuva 2. Esimerkki BRCA1 C.230C>T-variantin RBPmap tuloksista. Kuvassa vasemmalla nor-
maalialleelin tulokset ja oikealla varianttialleelin tulokset. Kuvassa punaisilla neliöillä merkitty 
ohjelman havaitsemat erot sekvenssien välillä. Merkittävä ero sekvenssien välillä näyttäisi ole-
van SRSF3-proteiinin sitoutumiskohdan häviäminen varianttisekvenssistä positiossa 12. Kysei-
sen proteiinin sitoutumiskohta on neljä emästä. Tämä on merkittävin ero, sillä varianttiemäs on 
tässä tutkitussa sekvenssissä positiossa 16, eli sitoutumiskohta sisältää VUS-emäksen. Variant-
tisekvenssistä näyttää hävinneen myös SRSF7-proteiinin sitoutumiskohdat positioista 12 ja 14, 
mutta näitä ei huomioitu, koska positiossa 15 oleva sitoutumiskohta säilyi varianttisekvenssissä. 
Sama pätee myös varianttisekvenssiin positioon 11 ilmestyneeseen uuteen TRA2B-proteiinin 
sitoutumiskohtaan. Muutosta ei huomioitu, sillä sekvenssistä löytyi jo TRA2B sitoutumiskohta 
positioista 15.  
 
2.6 in silico -analyysi RegRNA-ohjelmalla 
 
RegRNA-analyysi suoritettiin RegRNA 2.0 ohjelmistoversiolla. Ohjelman ”scan” -
ikkunaan syötettiin samanlainen sekvenssi kuin Human Splicing Finder -ohjelmaan, 
mutta Human Splicing Finderista poiketen, RegRNA-ikkunaan kopioitiin sekvenssi, 
jossa oli koko eksoni ja 150–200 emästä intronista sekvenssiä eksonin molemmilta puo-
lilta, olettaen että sekvenssin pituus oli alle 10 kb. Ikkunan ”select RNA motifs” -
valikosta valittiin ”select all” -vaihtoehto ja ikkunan alaosasta painettiin ”submit” -
painiketta. Tämä analyysi tehtiin normaalille sekvenssille, jossa varianttiemäksen koh-
dalla oli normaali emäs, sekä varianttisekvenssille, jossa normaali emäs oli muutettu 
variantti emäkseksi. Analyysien tuloksia verrattiin toisiinsa, ja muutokset normaali- ja 







Kuva 3. Esimerkki BRCA2 C.583T>G-variantin RegRNA tuloksista. Kuvassa näkyvillä vain 
tuloskatsauksen ”transcriptional regulatory motif” -osio, josta ainut ero sekvenssien välillä löy-
tyi. Tuloksista näkyy, että variantti sekvenssiin on ilmestynyt uusi C/EBP sitoutumiskohta posi-
tioon 225–236. Tulos oletetaan merkittäväksi, sillä tutkitussa sekvenssissä variantti emäksen 
positio oli 232, eli juuri tämän uuden sitoutumiskohdan paikalla.  
 
2.7 Alukkeiden ja koettimien suunnittelu 
 
Alukkeet ja koettimet suunniteltiin ”Bio-Rad Droplet Digital™ PCR 
Applications Guide” aluke- ja koetinsuunnitteluohjeiden, sekä Kamitakin ym. (2018) 
alleelispesifisen RNA-ekspression tutkimiseen tarkoitetun ddPCR-protokollan mukai-
sesti. Alukkeet ja koettimet suunniteltiin Primer3plus -ohjelman avulla siten, että aluk-
keiden suunnittelussa ja valitsemisessa PCR-tuotteen koko oli 60–200 emästä, sekvens-
seissä vältettiin kolmea emästä pidempiä G- ja C-toistoja ja alukkeiden 3’ -päähän 
suunniteltiin G- tai C-emäs, jos mahdollista. Koettimet suunniteltiin siten, että niiden 
pituus oli enintään 30 emästä, ja että tutkittava variantti emäs sijaitsi mahdollisimman 
keskellä koetinta. Jos tämä ei ollut mahdollista, variantti emäksen täytyi sijaita vähin-
tään neljän emäksen päässä koettimen 3’ tai 5’ -päästä. Koettimessa ei myöskään saanut 
olla G-emästä 5’ -päässä. Koetinsekvenssi ei saanut olla päällekkäinen alukesekvenssin 
kanssa, mutta sai sijaita alukesekvenssin vieressä.  
 
Jos alukesuunnittelu ei onnistunut Kamitakin ym. (2018) protokollan 60 °C annealing 
lämpötila-asetuksilla, kokeiltiin protokollan vaihtoehtoisia 55 °C asetuksia. Jos aluke-
suunnittelu ei onnistunut näinkään, kokeiltiin omia koetinsekvenssejä, jotka olivat enin-
tään 30:nen emäksen pituisia, ja joissa varianttiemäs oli vähintään neljän emäksen pääs-
sä koettimen 5’ ja 3’ -päästä. Jos omien koetinsekvenssien syöttäminen ohjelmaan ei 
myöskään toiminut, todettiin kyseinen variantti sopimattomaksi tutkimukseen aluke-
suunnittelun epäonnistumisen takia.  
 
BRCA1- ja BRCA2-varianteista valittiin alukesuunnitteluun ensin ne variantit, joiden 
vaikutuksista ei ClinVar tietokannan mukaan ole tarkkaa tietoa, ja jotka vaikuttivat 
Alamut-ohjelman analyysien perusteella haitallisilta. Tämän lisäksi alukesuunnitteluun 
valittiin myös variantit, joiden osalta oli odotettavissa saatavilla olevia potilasnäytteitä. 
Tiettyjen varianttien kantajia pyydettiin tutkimuksen valmistelun aikana näytteenottoon, 
mutta näytesaatavuudesta tuli ongelma tutkimuksen kannalta: odotettua määrää potilas-
näytteitä ei saatu, ja näytteitä tiettyjen varianttien kantajilta oli niin vähän, ettei niiden 
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tarkasteleminen olisi ollut tutkimuksen kannalta mielekästä. Liian pieni koehenkilömää-
rä olisi tehnyt tuloksien tulkitsemisesta liian epävarmaa.  Tiedot varianttien CinVar tul-
kinnoista, näytesaatavuudesta ja alukesuunnittelun onnistumisesta löytyvät taulukosta 1. 
 
Taulukko 1. Kaikki tutkimuksessa käsitellyt BRCA1- ja BRCA2-variantit, näytesaatavuus, alu-
kesuunnittelun onnistuminen ja ClinVar-tietokannan tulkinta variantin patogeenisyydestä.  






BRCA1    
c.230C>T 2/4 epävarma 0 Ei 
c.3257T>C 0/4 epävarma 0 - 
c.3649T>C 2/4 epävarma 0 Ei 
c.4676-8C>G ¼ mahdollisesti 
harmiton 
1 Kyllä 
BRCA2    
c.68-7T>A ¾ harmiton 2 Ei 
c.583T>G - 0 Ei 
c.2884C>T 2/4 epävarma 1 Ei 
c.3314C>T - 1 Ei 
c.4756A>C - 1 Kyllä 
c.5225A>T 2/4 epävarma 0 Ei 
c.6821G>T ¼ mahdollisesti 
harmiton 
1 Kyllä 
c.7121A>G ¼ epävarma 0 - 
c.7712A>G ¼ epävarma 0 Ei 
c.7759C>T ¼ epävarma 0 - 
c.7805+13A>G ¼ epävarma 0 - 
c.8855T>C - 0 - 
c.8953+24T>C - 1 Ei 
c.9232G>T - 2 Ei 
c.9302T>C ¼ epävarma 0 Ei 
c.9411T>G ¾ harmiton 4 Ei 
c.9872C>G 2/4 epävarma 0 Ei 
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c.10234A>G ¾ harmiton 0 - 
 
Koska alukesuunnittelu epäonnistui suurimmalta osalta varianteista, BRCA1- ja BRCA2-
varianttien lisäksi suunniteltiin myös SISu-tietokannasta löytyneille Suomessa yleisim-
min esiintyville BRCA2 SNP-emäksille alukkeet. Yleisimmistä SNP:istä rajatiin pois 
sellaiset, joiden alleelifrekvenssi oli alle 0.15, ja jotka sijaitsivat UTR- tai toistojakson 
alueella. Nämä SNP:t ja niiden alukesuunnittelun onnistuminen on listattu taulukkoon 2. 
 
Taulukko 2. SISu-tietokannan yleisimmät BRCA2 SNP:t ja näiden alukesuunnittelun onnistumi-
nen.  
BRCA2 SNP Alleelifrekvenssi Alukesuunnittelun onnis-
tuminen 
rs9534262    0.578091                          Kyllä 
rs1801406 0.319613                          Ei 
rs1799955 0.237801                          Ei 
rs144848    0.196731                          Kyllä 
rs543304 0.186071                          Ei 
 
ANO7-tutkimukseen valittiin sekvenssidatan perusteella yhdeksän ANO7-varianttia, 
joille alukesuunnittelu tehtiin. Näistä varianteista vain neljälle alukkeiden ja koettimien 
suunnittelu onnistui tyydyttävällä tavalla, ja näistä neljästä variantista kolme valittiin 
tutkimukseen. Kyseiset variantit löytyvät taulukosta 3. 
Muista varianteista poiketen, intronisen rs78154103 GC-variantin alukesuunnittelussa 
otettiin huomioon variantin aiheuttama häiriö intronin seitsemän silmukointiin. 
Sekvensointidatan perusteella on havaittu, että jos henkilö kantaa alleelia G, tämä 
variantti aiheuttaa silmukoinnissa intronin seitsemän fragmentin säilymisen 
transkriptissa. Tämän variantin alukesuunnittelussa käytettiin seuraavaa sekvenssiä, 







Onnistuneesti suunnitellut alukkeet tilattiin Bio-Radin ”Customize PCR primers or 
probe assays” kautta valitsemalla ”ddPCR probe assay”. Jokaisen variantin HEX- ja 
FAM-leimatut alleelispesifiset koettimet alukkeineen tilattiin erikseen, asettamalla 
”create custom assay” -ikkunaan oikea ja vasen aluke, haluttu koetin ja sen leima, ja 
asettamalla aluke-koetin suhde (primer-to-probe ratio) 1,8:aan. Tarkat tiedot 
tutkimukseen käytetyistä alukkeista ja koettimista löytyvät taulukosta 4. 
 
Taulukko 3. ANO7-variantit, joille protokollan mukainen alukesuunnittelu tehtiin. Lihavoituna 
tutkimukseen valitut variantit.  
ANO7 -variantti Alukesuunnittelun onnistuminen 
rs77559646 GA Kyllä 
rs11695874 GT Ei 
rs147325507 CA Ei 
rs2074840 CT Kyllä 
rs57677160 CT Ei 
rs7593101 CT Kyllä 
rs78605785 GT Ei 
rs7590653 GA Ei 
rs78154103 GC Kyllä 
 
Taulukko 4. ANO7-varianteille suunnitellut alukkeet ja koettimet. 1: Vasen aluke, 2: Oikea alu-
ke, 3: PCR-tuotteen koko, 4: Koetin, normaali alleeli, varianttiemäs punaisena alleviivattuna, 
suluissa leima, 5: Koetin, variantti alleeli, variantti emäs punaisena alleviivattuna, suluissa lei-
ma. Nukleotidisekvenssien yhteyteen on merkitty Primer3plus-ohjelman ennakoima sulamis-
lämpötila (Tm). Eksoni 8 rs2074840 CT- ja eksoni 16 rs7593101 CT-varianttien alukkeet suun-
niteltiin käänteiskomplementaariselle sekvenssille. 
 ANO7 rs77559646 GA 
(eksoni/introni 4) 
 
ANO7 rs2074840 CT 
(eksoni 8) 
 





















A-3’ Tm 59.5 
 
5´-CTCAAGGTGTTCATCTTCC-
3’ Tm 55.2 
 
3 131 bp 140 bp 108 bp 
4 5’-
CCAGGTACGTGGAGGCTGTCA



























2.8 ANO7 alukkeiden ja koettimien toimivuuden testaus 
 
Kaikkien ANO7 alukkeiden ja koettimien toimivuus testattiin tekemällä eturauhas-
syöpäsolulinjojen cDNA:lla ddPCR-reaktio. Optimaalinen PCR-syklin annealing-
lämpötila testattiin lämpögradientilla, ja tämän jälkeen alukkeiden ja koettimien spesifi-
syys testattiin variantti DNA konsentraatiogradientilla. 
 
Testausta varten kolmen eturauhasyöpäsolulinjan eristetystä RNA:sta tehtiin cDNA 
samalla menetelmällä kuin BRCA-näytteille ”iScript™ Advanced cDNA Synthesis Kit 
for RT-qPCR” -kitillä valmistajan ohjeiden mukaan. Jokainen ANO7 aluke- ja koetinpa-
ri testattiin eri solulinjoilla, joissa tutkittava variantti esiintyi. ANO7 eksoni 16 
rs7593101 -variantin alukkeiden testaamiseen käytettiin MDA PCa 2b-solulinjan 
cDNA:ta, ANO7 eksoni/introni 4 rs77559646 -variantin alukkeiden testaamiseen käytet-
tiin 22Rv1-solulinjan cDNA:ta ja ANO7 eksoni 8 rs2074840 -variantin alukkeiden tes-
taamiseen käytettiin LNCaP-solulinjan cDNA:ta. 
 
DdPCR-reaktiota varten näytteet valmisteltiin syväkaivoiselle PCR-levylle ”Pri-
mePCR™ ddPCR™ Gene Expression Probe Assays” -ohjeen mukaan. Reaktioon käy-
tettiin ohjeen mukainen maksimaalinen 50 ng initial RNA määrä solulinjojen alhaisen 
ANO7-geenin ekspression takia. Protokollan ohjeiden lisäksi valmis näytelevy myös 
sekoitettiin vorteksoimalla ja sentrifugoitiin ”eppendorf Centrifuge 5804” -sentrifugilla 
minuutin ajan 1000 rpm nopeudella ennen pisaroiden valmistamista. PCR-kuoppalevy 
myös sinetöitiin ”Bio-Rad Piercable Foil Heat Seal” sinetöintiliuskalla ”Bio-Rad PX1 
PCR Plate Sealer” -laitteella 180 °C lämpötilassa viiden sekunnin ajan ennen vortek-
sointia ja sentrifugointia. DdPCR-reaktioon tarvittavat pisarat valmistettiin sentri-
fugoinnin jälkeen automaattisella ”Bio-Rad AutoDG™ Instrument” -laitteella valmista-
jan ohjeen mukaan. Pisaroiden muodostamisen jälkeen valmiit pisarat sisältävä PCR-
kuoppalevy sinetöitiin samalla tavalla kuin ennen sentrifugointia ja näytteet laitettiin 
PCR-koneeseen.  
 
Lämpögradienttia varten ”Bio-Rad C1000 Touch™ Thermal Cycler” PCR-koneeseen 
ohjelmoitiin ”PrimePCR™ ddPCR™ Gene Expression Probe Assays” -ohjeen mukai-
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nen PCR-sykli, jossa annealing/extension-lämpötilaksi asetettiin lämpögradientti, jolla 
jokaiseen pystyrivillä olevaan PCR-levyn kaivoon saatiin eri lämpötila. Yhteen kaivoon, 
jonka lämpötila ei eronnut merkittävästi muista, laitettiin negatiivinen kontrolli, jossa 
solulinjan cDNA korvattiin vedellä. Samasta syystä toiseen kaivoon laitettiin pelkästään 
laimennettu ”ddPCR™ Buffer Control for Probes” puskuriliuos, jota ei analysoitu (liite 
1, taulukot 15 ja 16).  
 
PCR-syklin jälkeen pisarat analysoitiin ”Bio-Rad QX200™ Droplet Reader” -laitteella, 
ja Quantasoft-ohjelmistolla. Kaikkien lämpötilagradienttien tapauksessa määritettiin itse 
erikseen jokaiselle kaivolle FAM ja HEX fluoresenssikanaville omat raja-arvot, joiden 
perusteella ohjelmisto määritti pisarat negatiivisiksi tai positiivisiksi. Raja-arvot määri-
tettiin käsin, koska ohjelmiston automaattinen analyysitoiminto ei pystynyt asettamaan 
raja-arvoja oikealla tavalla, mikä johti kyseenalaisiin tuloksiin (kuvat 4 ja 5). Tämä joh-
tui todennäköisesti siitä, että laitteisto analysoi jokaisen kaivon erikseen omana mittauk-
sena, eikä vertaa kaivoja toisiinsa. Raja-arvojen käsin asettelun jälkeen tulokset olivat 
kunnollisia (kuvat 4 ja 5). Raja-arvojen määrittämisen jälkeen valittiin optimaalinen 
annealing-lämpötila sen perusteella, missä kaivossa/lämpötilassa FAM-positiiviset, 
HEX-positiiviset, negatiiviset ja kaksoispositiiviset pisarapopulaatiot erosivat toisistaan 
parhaiten (kuvat 6 ja 10). Eksoni 16 rs7593101 alukkeiden ja koettimien optimaaliseksi 
annealing-lämpötilaksi valittiin 59 °C ja eksoni 8 rs2074840 alukkeiden ja koettimien 





Kuva 4. ”1-D amplitude plot” esimerkki eksoni 16 rs7593101 näytelevyn lämpötilagradientin 
tuloksista. Siniset pisteet edustavat FAM-positiivisia pisaroita ja vihreät HEX-positiivisia pisa-
roita. Vasemman puolen kuvaajassa C ja F kaivojen keskimmäiset pisarapopulaatiot on määri-
tetty automaattisesti positiivisiksi, toisin kuin muissa kaivoissa. Oikean puolen samoissa kuvaa-
jissa raja-arvot on asetettu käsin (violetti viiva) siten, ettei keskimmäistä pisarapopulaatiota 




Kuva 5. ”2-D ampitude plot” esimerkki eksoni 16 rs7593101 näytelevyn lämpötilagradientin 
tuloksista. Kuvassa kaikki kaivot yhdistettynä, vasemmalla puolella automaattisilla raja-arvoilla 
ja oikealla puolella kuvan 4 mukaan asetetuilla raja-arvoilla. Automaattisilla raja-arvoilla va-
semmassa kuvassa esiintyy satunnaisia oransseja kaksoispositiivisia pisaroita kohdissa, joissa 
niitä ei pitäisi esiintyä. Oikeassa kuvassa oikein asetetuilla raja-arvoilla siniset FAM ja vihreät 




Kuva 6. ”2-D amplitude plot” Esimerkki eksoni 16 rs7593101 näytelevyn kaivosta C, jossa 
annealing-lämpötila oli 59.1 °C. Kuvassa näkyy miten FAM ja HEX pisarapopulaatiot ovat 
selvästi erillään toisistaan. MDA PCa 2b-solulinjan alhaisen ANO7 ekspression takia kuvassa ei 
näy kaksoispositiivisten pisaroiden populaatiota, joka teoriassa ilmestyisi kuvaajan oikeaan 
yläkulmaan FAM ja HEX populaatioiden väliin. Kuvassa näkyy myös violeteilla viivoilla asete-





22Rv1-solulinjan ekspressio oli niin pientä, ettei eksoni/introni 4 rs77559646 alukkei-
den ja koettimien toimivuudesta saatu luotettavaa tulosta (kuva 7). Koe toistettiin uudel-
la PCR-ohjelmalla, jonka lämpötilagradientti oli 62—52 °C (liite 1, taulukko 17), mutta 
tämä ei parantanut tulosten luotettavuutta.  
 
 
Kuva 7. ”2-D amplitude plot” eksoni/introni 4 rs77559646 näytelevystä, joka tehtiin liitteen 1 
taulukon 17 PCR-ohjelman mukaan. Kuvassa kaikki kaivot. Mustalla negatiiviset pisarat, ku-
vassa näkyy yksittäisiä positiivisia pisaroita, mutta ei tarpeeksi optimaalisen annealing-
lämpötilan määrittämistä varten.  
 
Koska 22Rv1-solulinjan cDNA:lla ei pystytty optimaalista annealing-lämpötilaa määrit-
tämään, ANO7 eksoni/iontroni 4 koettimien ja alukkeiden testausta varten tehtiin 
ANO7:ää yliekspressoivien PC3-solulinjoista eristetystä RNA:sta cDNA:ta. Solulinjassa 
pLVX-IRES-mCherry-ANO7S esiintyy normaali alleeli G ja solulinjassa pLVX-IRES-
mCherry-ANO7S-R158H esiintyy mutanttialleeli A. Solulinjojen cDNA:sta tehtiin 
50/50 sekoitus sopivan annealing-lämpötilan määrittämistä varten. PCR-ohjelma oli 





Kuva 8: ”1-D amplitude plot” PC3-solulinjojen 50/50 cDNA sekoituksesta. Kuvassa liian suuri 
cDNA:n määrä johtaa siihen, ettei negatiivisia pisaroita synny, kuten negatiivisessa kontrolli-
kaivossa G.  
 
PC3-solulinjojen yliekspressio johti siihen, ettei lukulaite pystynyt liian suuren ekspres-
sion takia antamaan tuloksia (kuva 8). Tämä johtui siitä, että laite ei pysty toteamaan 
signaalia, jollei näytteessä ole positiivisten pisaroiden lisäksi myös negatiivisia pisaroi-
ta. Sekoituksesta tehtiin 1:50 laimennos ja koe toistettiin. Tällä laimennoksella saatiin 
tulos, mutta edelleen suuren ekspression takia tehtiin toinen 1:250 laimennos, ja koe 
toistettiin. Tällä laimennoksella saatiin selvemmin näkyviin eri pisarapopulaatiot (kuva 
9), ja eksoni/introni 4 alukkeiden ja koettimien annealing-lämpötilaksi valittiin 58 °C 





Kuva 9. ”1-D amplitude plot” PC3-solulinjojen 50/50 cDNA sekoituksen 1:250 laimennoksesta. 
Laimennoksen avulla ohjelma pystyy erottamaan negatiiviset ja positiiviset pisarat toisistaan, 
toisin kuin laimentamattomassa näytteessä (kuva 8). Lisäksi kuvassa näkyy selvästi myös kaksi 
positiivista pisarapopulaatiota, joista vain ylempi määritettiin positiiviseksi asettamalla omat 
raja-arvot pisarapopulaatioiden väliin.  
 
 
Kuva 10. ”2-D amplitude plot” esimerkkikuvat PC3-solulinjojen 50/50 sekoituksen 1:250 lai-
mennoksesta. Molemmissa annealing-lämpötiloissa HEX, FAM ja kaksoispositiiviset pisarapo-
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pulaatiot ovat selvästi erillään toisistaan, mutta 58.2 °C annealing-lämpötilalla pisarapopulaati-
oiden välinen etäisyys johtaa selvempään eroon populaatioiden välillä. Tämän perusteella 58 °C 
valittiin eksoni/introni 4 alukkeiden ja koettimien optimimaaliseksi annealing-lämpötilaksi.  
 
Tämän jälkeen koettimien spesifisyys määritettiin. Kamitakin ym. (2018) protokollassa 
ei koettimien spesifisyyttä määritetty lainkaan, vaan alukkeiden ja koettimien toimivuu-
den toteamiseen riitti vain parhaan annealing-lämpötilan määrittäminen. Tämä johtuu 
siitä, että koettimien samankaltaisuuden aiheuttaman ristireagoinnin takia spesifisyyden 
testaamista ei pidetä olennaisena. Menetelmällä tutkitaan alleelien suhteita, ja tämä risti-
reagointi ei protokollan mukaan vaikuta tuloksiin merkittävästi, kunhan ”2-D amplitude 
plot” -ikkunassa pisarapopulaatiot ovat selvästi erillään. Protokollasta poiketen päätim-
me kuitenkin tarkastella koettimien spesifisyyttä konsentraatiogradienteilla.  
 
Eksoni/introni 4 koettimien spesifisyyden testaamista varten ANO7S- ja ANO7S-
R158H-solulinjojen cDNA:sta tehtiin 1:250 laimennettu konsentraatiogradientti, sekoit-
tamalla solulinjojen cDNA:ta eri suhteissa, jolloin normaalia G alleelia kantavan 
ANO7S-solulinjan cDNA:n määrää näytteessä kasvatettiin (liite 1, taulukko 18).  
 
Taulukko 5. Yhteenveto eksoni/introni 4 rs77559646 konsentraatiogradientin tuloksista.  
Normaali / variantti 
cDNA:n suhde 
näytteessä 
Normaali / variantti 
cDNA:n konsent-









50/50 260/107 2.5 2508/1074 
50/50 279/110 2.53 2503/1060 
75/25 401/55.7 7.2 3662/586 
75/25 412/53.9 7.6 3545/538 
90/10 500/26.8 18.6 4904/319 
90/10 469/28 16.8 3581/256 
 
Taulukossa 5 varianttialleelia vastaavan HEX-leimatun koettimen aiheuttaman signaalin 
selvä lasku tätä varianttia sisältävän cDNA:n määrän vähentyessä osoittaa, että koetti-
met ovat tarpeeksi spesifisiä tutkimustarkoitukseen. Taulukkoon kerätyt tiedot ja esi-




Samanlaiset konsentraatiogradientit tehtiin myös eksoni 8 rs2074840 ja eksoni 16 
rs7593101 koettimien tarkastelua varten. Eksoni 8 konsentraatiogradientissa vähennet-
tiin heterotsygoottisen variantti alleelia sisältävän LnCap-solulinjan cDNA:ta korvaa-
malla se normaalia alleelia sisältävän homotsygoottisen MDA-solulinjan cDNA:lla. 
Eksoni 16 konsentraatiogradientti tehtiin päinvastoin vähentämällä varianttialleelia si-
sältävän MDA-solulinjan cDNA:ta korvaamalla se normaalialleelia sisältävän LnCap-
solulinjan cDNA:lla. Vaikka konsentraatiogradientit erosivat hieman toisistaan, johtuen 
solulinjojen eri DNA konsentraatioista, kaikissa näkyy, miten varianttialleelin konsent-
raatio laskee, kun variantti alleelia sisältävän cDNA:n määrä näytteessä vähenee. Kon-
sentraatiogradienttien toistamista ei pidetty tutkimuksen kannalta kriittisenä. Taulukoi-
den 5, 6 ja 7 konsentraatiogradienttien tuloksien perusteella kaikkien varianttien koetti-
met todettiin toimiviksi, eli koettimet pystyvät erottamaan normaalin- ja varianttialleelin 
toisistaan, kunhan sopivat raja-arvot asetetaan.   
 
Taulukko 6. Yhteenveto eksoni 8 rs2074840 konsentraatiogradientin tuloksista.  




Normaali / variantti 
cDNA:n konsent-









0/100 5.4/2.6 0.49 72/35 
0/100 6/2.9 0.48 77/37 
50/50 12.2/1.6 0.13 132/17 
50/50 11.5/2.1 0.18 125/23 
90/10 16.4/0.65 0.04 174/7 
90/10 17.6/0.52 0.03 200/6 









Taulukko 7. Yhteenveto eksoni 16 rs7593101 konsentraatiogradientin tuloksista.  




Normaali / variantti 
cDNA:n konsent-









0/100 5/9 1.8 56/100 
0/100 6.5/10.5 1.6 63/102 
50/50 29/4.6 0.16 309/50 
50/50 24.3/5 0.21 260/54 
90/10 38.7/0.38 0.01 405/4 
90/10 38.2/1.3 0.035 393/14 
 
2.9 ANO7-näytteiden analysointi 
 
Potilasnäytteiden ANO7 koesarjat tehtiin samalla tavalla kuin alukkeiden optimointi 
”PrimePCR™ ddPCR™ Gene Expression Probe Assays” -ohjeen mukaan. ANO7-
analyysiin valittiin jo valmiiksi varastossa olevia cDNA-potilasnäytteitä. Tutkimuksessa 
käytetty cDNA oli tuotettu oligo(dT)- ja satunnaisalukemenetelmän (random primer 
mix) yhdistelmällä. Tutkittavia näytteitä oli kymmenen: BLCA10, RALP32, -35, -161, -
202, -205, -207, -214, -378 ja -387. Kaikki näytteet olivat peräisin syöpäkudoksesta, 
paitsi näyte BLCA10, joka oli normaalia kudosta. Kaikista näytteistä tehtiin 1:10 cDNA 
laimennos, ja ensimmäiseksi tutkittiin eksoni 16 rs7593101 -variantti näytteistä 202, 
205 ja 207. Onnistuneen kokeen jälkeen sama koe suoritettiin lopuille näytteille.  
 
Kun loput näytteet tutkittiin eksoni 16 koettimilla, havaittiin että näytteiden 10, 161 ja 
214 cDNA-konsentraatio ja positiivisten pisaroiden määrä oli erittäin alhainen. Luotet-
tavamman tuloksen saamiseksi tehtiin näiden näytteiden cDNA:sta 1:3 laimennos, jota 
käytettiin seuraavissa koesarjoissa. Tämän lisäksi havaittiin, että näytteet 378 ja 387 
eivät tuottaneet lainkaan pisaroita ddPCR-analyysissä, johtuen todennäköisesti siitä, 
etteivät näytteet sisältäneet cDNA:ta, tai siitä että, ANO7-geenin ekspressiotaso on ky-
seisissä näytteissä liian alhainen. Tämän takia näytteet 378 ja 387 todettiin sopimatto-
miksi tutkimukseen. Koesarjoja tehtiin yhteensä kolme, joista jokaisessa oli jokaisesta 
tutkittavasta näytteestä kaksi duplikaattia, paitsi näytteistä 378 ja 387, jotka tutkittiin 
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vain kerran. Joidenkin näytteiden käsittelyssä ilmeni tulosten tarkastelun yhteydessä 
tyhjiä mittauksia, johtuen todennäköisesti siitä, että PCR-levyn valmistelussa näyte 
unohdettiin pipetoida. Tämän takia osasta näytteitä ei saatu yhteensä kuutta mittausta.  
 
Eksoni 16 koesarjan jälkeen näytteet 10, 32, 35, 161 202, 205, 207 ja 214 analysoitiin 
eksoni 8 rs2074840 ja eksoni/introni 4 rs77559646 alukkeilla ja koettimilla. Jos tietyn 
näytteen tulos oli, että näytteessä esiintyy vain toinen alleeli, ei katsottu tarpeelliseksi 
tutkia näytettä useampaa kertaa. Heterotsygoottiset näytteet tutkittiin kolme kertaa, jos-
sa jokaisessa koesarjassa oli jokaisesta heterotsygoottisesta näytteestä kaksi duplikaat-
tia. Kuten edellä, joidenkin näytteiden käsittelyssä ilmeni tulosten tarkastelun yhteydes-
sä tyhjiä mittauksia, johtuen todennäköisesti siitä, että näyte unohtui pipetoida PCR-
levylle. Kyseisistä näytteistä ei saatu tämän takia kuutta mittausta.  
 
DdPCR-mittauksien jälkeen tarkasteltiin saatavilla olevaa tietoa tutkittavien SNP-
emästen eri alleelien ilmenemisestä tutkittavissa näytteissä alleelien suhteiden määrit-
tämistä varten. Tiedot perustuivat aikaisemmin tehtyihin sekvensointeihin. Kun allee-
lien väliset suhteet oli sekvensointidatan perusteella määritetty, verrattiin näitä tuloksia 
ddPCR-menetelmän antamiin tuloksiin. 
 
Näytteen 35 tiedot oli kerätty mRNA-kirjaston datasetistä, jonka sekvensointikattavuus 
(coverage) oli noin 26–32 miljoonaa luentaa, ja kaikkien muiden näytteiden tiedot oli 
kerätty totaali RNA datasetistä, jonka sekvensointikattavuus oli näytteestä riippuen noin 
32–54 miljoonaa luentaa (liite 5, taulukko 21). Muista näytteistä poiketen, näytteestä 35 











3.1 Alamut® Visual -analyysin tulokset 
 
Taulukko 8. Alamut® Visual -ohjelman antamat tulokset. Align GVGD -ohjelma antaa tuloksen 
numerona, jonka perusteella C0 häiritsee vähiten proteiinin toimintaa, ja C65 häiritsee proteiinin 
toimintaa merkittävästi. B = benigni, TH = todennäköisesti haitallinen, Pol. = harmiton poly-

























BRCA1       
c.230C>T TH B TH C0 Kesk. Kesk. 
c.3257T>C TH B TH C0 Heikko Kesk. 
c.3649T>C B B Pol. C0 Heikko Kesk. 
c.4676-8C>G - - - - - - 
BRCA2       
c.68-7T>A - - - - - - 
c.583T>G TH TH Pol. C0 Heikko Kesk. 
c.2884C>T B B Pol. C0 Ei kon. Heikko 
c.3314C>T TH B TH C0 Kesk. Heikko 
c.4756A>C TH B Pol. C0 Heikko Heikko 
c.5225A>T TH B Pol. C0 Heikko Heikko 
c.6821G>T TH B TH C0 Kesk. Heikko 
c.7121A>G B B Pol. C0 Ei kon. Kesk.  
c.7712A>G TH TH TH C0 Vahva Vahva 
c.7759C>T TH TH TH C15 Heikko Vahva 
c.7805+13A>
G 
- - - - - - 
c.8855T>C B TH Pol. C25 Vahva Heikko 
c.8953+24T>
C 
- - - - - - 
c.9232G>T TH TH TH C0 Kesk. Vahva 
c.9302T>C TH TH TH - Kesk. Kesk. 
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c.9411T>G B - - - - - 
c.9872C>G TH TH TH C65 Vahva Vahva 
c.10234A>G B B Pol. C0 Ei kon. Heikko 
 
Taulukosta 8 näkee miten Alamut-ohjelman tulkinnat keskittyvät eksonisiin varianttei-
hin, ohjelma ei antanut tuloksia neljästä intronisesta variantista. Monen variantin koh-
dalla esiintyi alaohjelmien tulkintojen välillä ristiriitoja siitä, onko emäsmuutoksen vai-
kutus todennäköisesti haitallinen vai harmiton. Ohjelman tuloksien perusteella 18:ta 
eksonisesta variantista neljän variantin tapauksessa kaikki ohjelmat tulkitsivat emäs-
muutoksen todennäköisesti harmittomaksi. Näihin variantteihin kuuluivat BRCA1 
c.3649T>C, ja BRCA2-varianttien osalta variantit c.2884C>T, c.7121A>G, sekä 
c.10234A>G. Näiden varianttien nukleotidin ja aminohapon fylogeneettinen konservoi-
tuminen oli vain heikkoa tai keskivertoa. Variantti c.10234A>G on myös ClinVar-
tietokannan asiantuntijapaneelin tarkastelun perusteella todettu hyvänlaatuiseksi, mui-
den varianttien ClinVar tulkinta on vielä epävarma.  
 
Varianttien joukosta löytyi myös sellaisia, jotka näyttivät olevan kaikkien Alamut-
alaohjelmien tulkintojen mukaan todennäköisesti haitallisia. Nämä variantit olivat 
BRCA2 c.7759C>T sekä BRCA2 c.9872C>G. Molempien varianttien ClinVar tulkinta 
on epävarma, ja molempien varianttien aminohapon fylogeneettinen konservoituminen 
on korkea. Lisäksi c.9872C>G variantin nukleotidin fylogeneettinen konservoituminen 
oli myös korkea.  
 
Muista Alamut-alaohjelmista poiketen AlignGVGD tulkitsi vain kolme varianttia mah-
dollisesti haitalliseksi. AlignGVGD-ohjelma antaa emäsmuutokselle pistemäärän C0:sta 
C65:een, jossa pistemäärän kasvaessa mutaation aiheuttama häiritsevä vaikutus proteii-
nin toimintaan myös kasvaa. Vain kolme varianttia sai AlignGVGD-ohjelman mukaan 
C0:n ylittävän pistemäärän. Näihin variantteihin kului edellä mainitut BRCA2 
c.7759C>T sekä BRCA2 c.9872C>G variantit, sekä variantti BRCA2 c.8855T>C, jossa 
muiden ohjelmien tulkinnat emäsmuutoksen vaikutuksesta olivat ristiriitaisia. Kaikki 
Alamut-analyysin tulokset on koottu yhteen muiden ohjelmien tuloksien kanssa liitteen 





3.2 Human Splicing Finder -analyysin tulokset 
 
Taulukko 9. Human Splicing Finder tulokset, jossa esitetään varianttisekvenssissä havaitut muu-













(new ESE site) 
BRCA1    
c.230C>T - 1 (2) 1 (3) 
c.3257T>C - - - 
c.3649T>C - - - 
c.4676-8C>G - - - 
BRCA2    
c.68-7T>A - - - 
c.583T>G 1 (1) 1 (3) - 
c.2884C>T - 1 (3) - 
c.3314C>T - - 1 (2) 
c.4756A>C - - 1 (3) 
c.5225A>T - - 1 (2) 
c.6821G>T - - 1 (5) 
c.7121A>G 1 (1) 1 (3) - 
c.7712A>G - 1 (3) 1 (4) 
c.7759C>T 1 (1) - - 
c.7805+13A>G - 1 (5) 1 (2) 
c.8855T>C - - 1 (3) 
c.8953+24T>C - - - 
c.9232G>T - 1 (2) - 
c.9302T>C - - 1 (2) 
c.9411T>G 1 (1) - - 
c.9872C>G 2 (1) 1 (2) 1 (3) 




Taulukosta 9 näkyy, että viiden variantin osalta Human Splicing Finder ei löytänyt mi-
tään merkittäviä muutoksia normaalin ja varianttisekvenssin välillä. Kaikista yleisin 
muutos, jonka ohjelma havaitsi puolessa tutkituista varianttisekvensseistä, oli rikkoutu-
nut ESE-sekvenssi. Uuden luovuttajasekvenssin ilmestyminen varianttisekvenssiin näyt-
tää olevan harvinaisin muutos. Uuden luovuttajasekvenssin oli aina todennut vain yksi 
algoritmi, mutta ESS- ja ESE-sekvenssien muutosten tapauksessa usein muutoksen oli 
havainnut usea eri algoritmi. Ohjelma ei havainnut tutkituissa sekvensseissä lainkaan 
mahdollisesti rikkoutuneita ESS-sekvenssejä tai uusia ESE-sekvenssejä. Kaikki Human 
Splicing Finder analyysin tulokset on koottu yhteen muiden ohjelmien tuloksien kanssa 
liitteen 3 taulukkoon 20. 
 
3.3 RBPmap -analyysin tulokset 
 
 
Taulukko 10. RBPmap -analyysin tulokset, jossa esitetään varianttisekvenssissä ilmenneet muu-
tokset proteiinien sitoutumiskohdissa referenssisekvenssiin verrattuna. Motif = sitoutumiskohta. 
Proteiinit on jaettu eri kategorioihin GeneCards tietokannan kuvauksien perusteella.  
 








BRCA1     
c.230C>T - SRSF3 - - 
c.3257T>C - HNRNPA1L2 - HNRNPA1L2 
c.3649T>C - SRSF3 - MATR3 




BRCA2     
c.68-7T>A KHDRBS1, 
KHDRBS2 
- PABPC4 DAZAP1, 
RBMS1 
c.583T>G - - - - 
c.2884C>T TRA2B - - - 
c.3314C>T - - RBM42 HNRNPK 
c.4756A>C - - - - 
c.5225A>T TRA2B QKI, RBM42 G3BP2 QKI 




c.7121A>G - - - PABPC5 
c.7712A>G RBM5 - HNRNPA2B1 G3BP2 
c.7759C>T - - ZNF638 - 






c.8855T>C - - - - 




CPEB4, TIA1  







c.9302T>C - HNRNPU - HNRNPU, 
PUM2 
c.9411T>G SRSF5 MBNL1, 
RBM41, 
U2AF2, SRSF3 
- A1CF, CPEB4 










Taulukossa 10 esiintyvien proteiinien erottelu silmukointiin mahdollisesti vaikuttaviin 
ja muihin proteiineihin perustui GeneCards tietokannan tulkintoihin. Vaikka tietyissä 
varianteissa esiintyi paljon eroja referenssisekvenssin ja varianttisekvenssin välillä, mil-
lään listatulla proteiinilla ei havaittu BRCA-geeneihin, tai erityisesti rintasyöpään liitty-
viä ominaisuuksia, paitsi c.8953+24T>C ja c.9232G>T varianteissa havaitulla HNRPC-
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proteiinilla, joka Anantha ym. (2013) mukaan saattaa säädellä BRCA1- ja BRCA2-
geenien mRNA silmukointia, ja BRCA-proteiinien vuorovaikutuksia muiden proteiinien 
kanssa DNA-vaurioiden korjauksessa toimivissa nukleoproteiini komplekseissa. Kaikki 
RBPmap -analyysin tulokset on koottu yhteen muiden ohjelmien tuloksien kanssa liit-
teen 3 taulukkoon 20. Tarkempaa tietoa listalla olevien proteiinien ominaisuuksista löy-
tyy liitteestä 4.  
 
3.4 RegRNA 2.0 -analyysin tulokset 
 
Taulukko 11. RegRNA 2.0 -analyysin tulokset, jossa esitetään varianttisekvenssissä ilmenneet 
muutokset referenssisekvenssiin verrattuna. TR. = transkriptiosäätelijäsekvenssi (transcriptional 
regulatory motif), ESE. = eksoninen silmukoinnin vahvistajasekvenssi (exon splicing enhancer 
motif), RBS = ribosomin sitoutumiskohta (ribosome binding site), ORF = avoin lukuraami 







BRCA1    
c.230C>T - - Hävinnyt RNA C-to-U 
editointikohta 
c.3257T>C - GTF2IRD1-
isoform 2 (TR.) 
- 
c.3649T>C - - - 
c.4676-8C>G - - - 
BRCA2    
c.68-7T>A - - Uusi RBS ja ORF 
c.583T>G C/EBP (TR.) - - 
c.2884C>T aMEF-2 (TR.) - - 




c.4756A>C - - Uusi hsa-miR-769-3p 
mikro-RNA-
kohdesekvenssi 
c.5225A>T - - - 
c.6821G>T - dystrophin gene Hävinnyt hsa-miR-1273e 
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exon 27 ja g-




c.7121A>G - - - 
c.7712A>G MAF (TR.) - Hävinnyt RNA C-to-U 
editointikohta 
c.7759C>T - - - 
c.7805+13A>G - Oct-1 (TR.) - 
c.8855T>C Kid3 ja TEL1 
(TR.) 
- - 
c.8953+24T>C - TCF-3 (TR.) - 
c.9232G>T - - Hävinnyt RNA C-to-U 
editointikohta 
c.9302T>C - PLZF (TR.) - 
c.9411T>G ATF2 (TR.) Cdx-1 (TR.) - 
c.9872C>G - - - 
c.10234A>G - - - 
 
Kuten taulukossa 11 näkyy, RegRNA-ohjelma havaitsi monia muutoksia varianttisek-
venssissä referenssisekvenssiin verrattuna, mutta millään havaitulla transkriptiotekijällä 
tai eksonisella silmukoinnin vahvistajalla ei havaittu BRCA-geeneihin tai rintasyöpään 
liittyviä ominaisuuksia Genecards tietokannan perusteella. Kaikki RegRNA -analyysin 
tulokset on koottu yhteen muiden ohjelmien tuloksien kanssa liitteen 3 taulukkoon 20. 
Tarkempaa tietoa listalla olevien proteiinien ja RNA-molekyylien ominaisuuksista löy-











3.5 ANO7 ddPCR-mittausten tulokset 
 
Taulukko 12. Eksoni 16 rs7593101 -variantin RNA sekvensointidatan ja ddPCR-tulosten vertai-
lu. Sekvensointituloksissa tähdellä (*) merkittyjen näytteiden yksittäisten eri alleelien esiinty-
















10 normaali C19  T13 0.68 1,1 σ 0,28 
32 syöpä C78  T85 1.09 0,98 σ 0,06 
35 benigni C181 T184 1,02 - 
35 syöpä* C240 T316 A1* 1,32 Vain referenssi 
161 syöpä C91  T31 0.34 0,34 σ 0,05 
202 syöpä C292  T352 1.2 1,15 σ 0,06 
205 syöpä C127 T173  1,36 0,98 σ 0,08 
207 syöpä C77  T91 1.18 1,48 σ 0,17 
214 syöpä C48  T31 0.65 0,88 σ 0,21 
 
Tulosten perusteella näytteen 35 sekvensoinnin antama tulos ei vastaa ddPCR-tulosta 
lainkaan. Taulukosta näkee, miten näytteiden 161 ja 202 sekvensointi- ja ddPCR-
tulokset vastaavat hyvin toisiaan, kun taas näytteissä 10 ja 205 tulokset eroavat toisis-
taan merkittävästi. Näytteiden 10, 207 ja 214 ddPCR-mittauksien keskihajonnat ovat 
myös merkittävästi muita näytteitä suurempia. Tarkemmat tiedot ddPCR-mittauksien 
yksityiskohdista löytyvät liitteen 5 taulukosta 21. 
 
Taulukko 13. Eksoni 8 rs2074840 -variantin RNA sekvensointidatan ja ddPCR-tulosten vertai-
lu. Sekvensointituloksissa tähdellä (*) merkittyjen näytteiden yksittäisten eri alleelien esiinty-

















10 normaali C21 T20 0,95 1,56 σ 0,65 
32 syöpä T177 Vain variantti Vain variantti 
35 benigni T194 Vain variantti - 
35 syöpä * C2 T215* Vain variantti 1,2 σ 0,06 
161 syöpä* C1 T126* Vain variantti Vain variantti 
202 syöpä C301 T430 1,43 1,45 σ 0,09 
205 syöpä* G1 T431* Vain variantti Vain variantti 
207 syöpä T193 Vain variantti Vain variantti 
214 syöpä T69 Vain variantti Vain variantti 
 
Tulosten perusteella näytteen 35 sekvensoinnin antama tulos ei vastaa ddPCR-tuloksia. 
Taulukosta näkee hyvin, miten homotsygoottisten näytteiden tapauksessa, sekvensointi 
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ja ddPCR pystyvät molemmat helposti toteamaan toisen alleelin puuttumisen, olettaen 
että näytteiden 161 ja 205 sekvenssidatassa on virheellisesti määritetty yksittäinen ha-
vainto. Vain näytteen 10 sekvensointi ja ddPCR-tuloksissa on havaittavissa merkittävä 
ero, lisäksi näytteen ddPCR-mittauksien keskihajonta on erittäin suuri. Tarkemmat tie-
dot ddPCR-mittauksien yksityiskohdista löytyvät liitteen 5 taulukosta 22. 
 
















10 normaali G1 A3 0,33 0,55 σ 0,06 
32 syöpä G8 Vain referenssi Vain referenssi 
35 benigni G47 Vain referenssi - 
35 syöpä G50 Vain referenssi Vain referenssi 
161 syöpä G10 Vain referenssi Vain referenssi 
202 syöpä G26 A19 1,37 0,41 σ 0,04 
205 syöpä G21 Vain referenssi Vain referenssi 
207 syöpä G5 A9 0,56 0,29 σ 0,04 
214 syöpä G10 Vain referenssi Vain referenssi 
 
Kahdesta muun variantin tuloksista poiketen, tällä variantilla näytteen 35 sekvensointi- 
ja ddPCR-tulokset vastaavat toisiaan. Taulukosta<14 näkyy miten myös tämän variantin 
osalta molemmat menetelmät pystyvät toteamaan homotsygoottiset näytteet helposti. 
Toisaalta sekvensointi ja ddPCR-tulokset eroavat huomattavasti toisistaan hete-
rotsygoottisten näytteiden osalta, ja monella näistä näytteistä, kuten 10 ja 207, ei sek-
vensointi ole tuottanut merkittävää määrää havaintoja alleelien välisen suhteen tarkkaa 
määrittämistä varten. Tarkemmat tiedot ddPCR-mittauksien yksityiskohdista löytyvät 










4 Pohdinta ja tulosten tarkastelu 
 
4.1 BRCA1 ja BRCA2 -tutkimuksen ongelmakohdat 
 
BRCA1- ja BRCA2-variantteja ei tutkittu ddPCR-menetelmällä lainkaan, sillä tutkimuk-
seen ei saatu odotettua määrää potilasnäytteitä. BRCA1- ja BRCA2-variantit ovat tyypil-
lisesti sukukohtaisia variantteja, joten siksi erilaisia tietyn tyypin variantteja esiintyy 
määrällisesti vähän, ja toisaalta suvutkin ovat nykyään tyypillisesti pieniä, joten siksikin 
saman variantin kantajia on vähän. Taloudellisista syistä, ei tutkimukseen tilattu aluk-
keita ja koettimia vain yhden tai kolmen potilasnäytteen tutkimista varten. Tämän takia 
tutkimus rajoittui BRCA1- ja BRCA2-varianttien osalta in silico -analyyseihin.  
 
Variantteja olisi voitu tutkia valmiiksi suunnitelluilla toimiviksi todetuilla kaupallisilla 
”genotyping assay” -alukkeilla ja koettimilla, mutta näiden ongelmaksi nousi se, ett-
emme saaneet tietoa siitä, mihin alukkeet sitoutuvat kohdesekvenssissä. Tarkoituksena 
oli tutkia RNA-ekspressiota, joten alukkeet, jotka olisivat sitoutuneet introniseen sek-
venssiin, eivät olisi tutkimuksessa toimineet. Tämän takia päätimme suunnitella kaikki 
alukkeet ja koettimet itse, ohjeita noudattaen.  
 
Suurin ongelma alukkeiden ja koettimien suunnittelussa oli koetinsekvenssin liian al-
hainen sulamislämpötila, joka johtui AT-rikkaista sekvensseistä. Tämä johti monen ko-
ettimen tapauksessa siihen, että Primer3plus-ohjelman laskema ennakoitu sulamisläm-
pötila oli liian alhainen. Ohjelma myös ilmoitti monen koettimen kohdalla ongelmaksi, 
että koettimella oli riski sitoutua epäspesifiseen sekvenssiin. Tämä ohjelman antama 
varoitus oletettiin harmittomaksi, johtuen tutkimuksen keskittymisestä RNA-tason tut-
kimiseen, ja siksi, että PCR-syklin jälkeen näytteessä tulisi olemaan merkityksettömän 
pieni määrä mahdollista epäspesifistä cDNA:ta, johon koetin voisi sitoutua. Lisäksi tut-
kimuksessa tutkittiin yksittäisiä emäksiä koettimilla, jotka suurilta osin erosivat toisis-
taan vain tutkittavan emäksen kohdalla. Tämä itsessään jo johtaa suureen ristireagoinnin 
mahdollisuuteen koettimien välillä, jonka käyttämämme Kamitakin ym. (2018) proto-
kolla otti huomioon ohjeistuksessaan.  
 
Alun perin BRCA1- ja BRCA2-varianttien osalta oli tarkoitus rajata tutkimukseen vari-
antit täysin in silico -analyysien perusteella, mutta analyysien tuloksien valossa ei vari-
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anttien joukosta löytynyt mitään merkittävästi muista varianteista eroavia vaihtoehtoja. 
Tästä syystä alukesuunnitteluun valittiin variantit näytesaatavuuden, ClinVar tietokan-
nan tulkinnan, sekä Alamut-ohjelman tuloksien perusteella. 
 
BRCA1- ja BRCA2-variantit olisi mahdollisesti voitu tutkia käyttämällä hyväksi yleisiä 
heterotsygoottisia SNP:jä, joiden avulla geenin eri alleelit olisi voitu erottaa toisistaan. 
Tätä menetelmää ei kuitenkaan käytetty, sillä pienen näytemäärän takia todennäköisyys 
tietyn yleisen SNP:n esiintymisestä tutkimuspopulaatiossa todettiin liian epävarmaksi. 
Tutkimuksen kannalta ei katsottu kannattavaksi ostaa mahdollisesti tarpeettomia ja toi-
mimattomia alukkeita ja koettimia. Lisäksi tällä menetelmällä emme olisi saaneet tark-
kaa tietoa alleelien ekspression suhteista, sillä meillä ei olisi ollut tietoa siitä, kumpi 
alleeli esiintyy normaalissa ja kumpi VUSia kantavassa krmosomissa. Tätä varten oli-
simme tarvinneet potilaiden sekvenssitietoja, mutta emme saaneet näitä tietoja käyt-
töömme tutkimusasetelman puitteissa. 
 
4.2 BRCA1 ja BRCA2 Alamut tuloksien tulkinta ja johtopäätökset 
 
BRCA1- ja BRCA2-varianttien analyysi Alamut-ohjelmalla johti vaihteleviin tuloksiin ja 
tulkintoihin, kuten taulukossa 8 näkyy. Monen variantin kohdalla eri alaohjelmat olivat 
tulkinneet emäsmuutoksen mahdollisen vaikutuksen ristiriitaisesti, mutta joukosta löytyi 
myös variantteja, joilla kaikki ohjelmat olivat tulkinneet variantin haitalliseksi tai har-
mittomaksi. Variantti BRCA1 c.3649 T>C, ja BRCA2-varianttien osalta variantit 
c.2884C>T, c.7121A>G sekä c.10234A>G olivat sellaisia variantteja, jotka kaikki ala-
ohjelmat olivat tulkinneet mahdollisesti harmittomiksi ja c.10234A>G variantti on myös 
ClinVar tietokannan asiantuntijapaneelin tarkastelun perusteella todettu hyvänlaatuisek-
si. Näiden tulosten perusteella ei voi kuitenkaan todeta kolmea muuta Alamut tulkinto-
jen mukaan harmitonta, mutta ClinVarin mukaan epävarmaa varianttia varmasti harmit-
tomiksi, vaan varianteista on saatava tarkempaa tutkimustietoa. 
 
Ernstin ym. (2018) BRCA1- ja BRCA2-varianttien tietokoneanalyysissä todettiin, että 
Alamut-ohjelman SIFT- ja MutationTaster-alaohjelmat tulkitsivat mahdollisesti pato-
geeniset variantit erittäin harvoin harmittomiksi. Kun tutkimustuloksia eksonisten 
BRCA1- ja BRCA2-varianttien Alamut tuloksia tarkastellaan, käy kuitenkin ilmi, että 
18:ta variantista kuuden tapauksessa ohjelmien antama tulkinta variantin mahdollisesta 
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vaikutuksesta on ristiriitainen. Jos Ernstin ym. tutkimustulosta voisi pitää varmana, kuu-
si varianttia voisi jättää SIFT ja MutationTaster tulkintojen perusteella pois mahdolli-
sesti patogeenisten varianttien joukosta. Näihin mahdollisesti harmittomiin variantteihin 
kuuluivat BRCA1 c.3649T>C ja BRCA2-varianteista c.2884C>T, c.4756A>C, 
c.5225A>T, c.7121A>G ja c.10234A>G. Aikaisemmista tutkimuksista huolimatta näi-
den varianttien harmittomuutta ei voi todeta pelkästään SIFT ja MutationTaster tulkin-
noilla, vaan varianttien todellinen vaikutus on selvitettävä jatkotutkimuksilla.   
 
Varianttien joukosta löytyi myös sellaisia, jotka olivat kaikkien Alamut-alaohjelmien 
mukaan mahdollisesti haitallisia. Näitä olivat BRCA2-variantit c.7759C>T sekä 
c.9872C>G. Muista alaohjelmista poiketen AlignGVGD oli tulkinnut vain kolme vari-
anttia mahdollisesti haitalliseksi, ja näihin variantteihin lukeutui edellä mainittujen li-
säksi myös BRCA2 c.8855T>C. AlignGVGD-ohjelman harvat haitalliset tulkinnat saat-
tavat selittyä sillä, että ohjelma tutkii vain variantissa olevan muuttuneen aminohapon 
ominaisuuksia normaalisekvenssin aminohappoon verrattuna, kun taas muut ohjelmat 
ottavat huomioon myös esimerkiksi proteiinin kolmiulotteisen rakenteen, variantin 
mahdolliset vaikutukset silmukointiin ja säätelyalueihin, sekä emäksen fylogeneettisen 
konservoitumisen.  
 
Jos AlignGVGD tulokset jätetään huomiotta sen perusteella, ettei ohjelma näyttä muihin 
ohjelmiin verrattuna olevan yhtä herkkä haitallisten muutoksien toteamisessa, kolmen 
muun ohjelman tulkintojen perusteella myös BRCA2-variantit c.7712A>G, c.9232G>T, 
sekä c.9302 T>C ovat kaikkien ohjelmien tulkintojen perusteella mahdollisesti haitalli-
sia. Varianttien c.7712A>G ja c.9302 T>C ClinVar tulkinta on epävarma ja variantilla 
c.9232G>T ei ole vielä edes omaa ClinVar sivua. Kaikkien kolmen variantin nukleoti-
din ja aminohapon fylogeneettinen konservoituminen oli vähintään keskivertoa ja vari-
antilla c.7712A>G molemmat olivat korkeita.  
 
Analyysien perusteella 18:ta eksonisesta variantista viisi saattavat olla haitallisia prote-
iinin toiminnalle Alamut-ohjelmien tulkintojen mukaan, jos Align-GVGD tulkinnat 
jätetään huomiotta. Nämä variantit ovat BRCA2 c.7712A>G, c.7759C>T, c.9232G>T, 
c.9302 T>C ja c.9872C>G. Nämä variantit saattavat olla hyviä ehdokkaita jatkotutki-





4.3 Mahdollisten BRCA1- ja BRCA2-varianttien silmukointimuutosten 
tarkastelu in silico -analyysien tuloksien perusteella 
 
4.3.1 Silmukointiin tarvittavat sekvenssit RNA juosteessa 
 
Silmukointia varten transkriptin introneista löytyy kolme splice site -sekvensseiksi kut-
suttua silmukointiprosessille kriittistä rakennetta: intronin 5’ -päässä oleva GT luovutta-
ja-/donori-sekvenssi (donor site), intronin 3’ -päässä oleva AG vastaanottaja-/akseptori-
sekvenssi (acceptor site), sekä 18–40 nukleotidia ylävirtaan vastaanottaja sekvenssistä 
sijaitseva polypyrimidiini alue ja branch point -emäs, joka on aina adeniini. GT-AG 
luovuttaja-vastaanottaja -sekvenssien lisäksi on olemassa myös harvinaisempia silmu-
kointisekvenssejä kuten GC-AG rakenne, mutta Bursetin ym. (2001) nisäkkäiden sil-
mukointisekvenssien tarkastelun perusteella lähes kaikki (98.71%) analysoiduista sil-
mukointisekvensseistä ovat GT-AG tyyppiä. Silmukointiin tarvittavat proteiinit sitoutu-
vat näihin luovuttaja-, vastaanottaja- ja branch point -sekvensseihin, ja jos sekvenssit 
muuttuvat liikaa, se saattaa johtaa silmukoinnin häiriöihin ja mahdollisesti johonkin 
sairauteen.  
 
Abramowiczin ja Gosin (2018) mukaan mutaatiot voivat vaikuttaa monella eri tavalla 
silmukointiin riippuen mutaation paikasta transkriptissa. Splice site -sekvenssit ovat 
lyhyitä ja tämän takia traskriptista saattaa löytyä myös kryptisiä splice site -sekvenssejä, 
jotka toimivat voimakkaampina kohteina silmukointiproteiineille oikeaan splice site -
sekvenssiin verrattuna. Yleensä nämä kryptiset sekvenssit eivät kuitenkaan aiheuta sil-
mukointimuutoksia, koska sekvenssistä löytyy usein myös silmukointia edistäviä voi-
mistaja (enhancer) -sekvenssejä ja silmukointia estäviä vaimentaja-/hiljentäjä (silencer) 
-sekvenssejä, joihin tietyt silmukointia säätelevät proteiinit voivat sitoutua, ja näin sää-
dellä kryptisten splice site -sekvenssien vaikutuksia. Mutaatiot saattavat heikentää nor-
maalin splice site -sekvenssin voimakkuutta, tai luoda uuden voimakkaan splice site -
sekvenssin, johtaen silmukoinnin mahdollisiin häiriöihin.   
 
Abramowiczin ja Gosin (2018) mukaan luovuttaja- ja vastaanottajasekvenssien mutaa-
tioista luovuttajasekvenssien mutaatiot ovat yleisempiä kuin vastaanottajasekvenssien 
mutaatiot. Jos splice site -sekvenssi on heikko ja mutaatio aktivoi voimakkaamman 
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kryptisen splice site -sekvenssin viereisessä eksonissa tai intronissa, saattaa mutaatio 
tällöin johtaa intronin säilymiseen transkriptissa, tai eksonisen fragmentin häviämiseen, 
riippuen mutaation sijainnista. Mutaation vaikutus riippuu myös muusta ympäröivästä 
sekvenssistä, ja mahdollisista voimistaja- ja vaimentajasekvensseistä ja niiden tiheydes-
tä, sekä mahdollisesti muuttuneesta transkriptin sekundaarirakenteesta. Tästä johtuen 
samankaltainen mutaatio eri eksonien luovuttajasekvensseissä saattaa tapauksesta riip-
puen johtaa intronin säilymiseen, tai eksonin häviämiseen. Splice site -mutaatioiden 
vaikutukset saattavat olla myös kudoskohtaisia, riippuen eri säätelyproteiinien esiinty-
misemisestä eri solutyypeissä. Luovuttaja- ja vastaanottajasekvenssien mutaatioiden 
lisäksi, voivat mutaatiot luoda transkriptiin uuden, tai häiritä olemassa olevaa eksonista 
voimistaja- tai vaimentajasekvenssiä. Varsinkin eksonisen silmukoinnin voimistajan 
(ESE, exonic splicing enhancer) häiriöt saattavat johtaa eksonin häviämiseen transkrip-
tissa. 
 
Introniset mutaatiot saattavat puolestaan johtaa Abramowiczin ja Gosin (2018) mukaan 
niin sanottujen pseudoeksonien säilymiseen transkriptissa, jolloin osa intronia säilyy 
transkriptissa. Tällöin mutaatio luo introniin kryptisen luovuttaja- tai vastaanottajasek-
venssin, joka toimii silmukointiprosessissa normaalien luovuttaja- ja vastaanottajasek-
venssien kanssa. Esimerkkejä tällaisista mutaatiosta ovat Santzin ym. (2017) tarkaste-
lemat mutaatiot CFTR-geenistä, jossa c.3718-2477C>T ja c.3718-2477C>T introniset 
mutaatiot johtavat intronisen sekvenssin säilymiseen transkriptissa. Nämä introniset 
sekvenssit sisältävät ennenaikaisen lopetuskodonin, joka johtaa normaalia lyhyemmän 
ja tämän takia funktionaalisesti toimimattoman proteiinin synteesiin.  
 
Eksonien oikeaan tunnistamiseen ei riitä vain splice site -sekvenssit, vaan tähän tarvi-
taan myös eksonisia voimistaja-, eli ESE-sekvenssejä (ESE, exonic splicing enhancer) 
ja eksonisia vaimentaja, eli ESS-sekvenssejä (ESS, exonic splicing silencer). ESE- ja 
ESS-sekvenssit ovat myös tärkeitä vaihtoehtoisessa silmukoinnissa. Zhun ym. (2001) 
mukaan ESE-sekvenssit edesauttavat silmukointiproteiinien kerääntymistä tietylle alu-
eelle. Näille sekvensseille sitoutuvat SR-proteiinit, jotka edesauttavat muiden silmu-
kointiin tarvittavien proteiinien kuten U1- ja U2AF-proteiinien kerääntymistä silmu-
kointikompleksin muodostamista varten. ESS-sekvenssit puolestaan estävät silmukoin-
tiproteiinien kerääntymistä tietylle alueelle, ja näin estävät tiettyjen silmukointisekvens-
sien käytön silmukointiprosessin yhteydessä, johtaen intronin säilymiseen, tai tietyn 
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eksonin silmukointiin pois transkriptista. Näiden sekvenssien tarkkaa toimintatapaa ei 
vielä tiedetä, mutta ainakin hnRNP-proteiinien on todettu sitoutuvan näille sekvensseil-
le, estäen silmukointia edistävien proteiinien sitoutumisen lähellä oleville eksonisille 
voimistajasekvensseille.  
4.3.2 BRCA1- ja BRCA2-varianttien silmukointimuutosten tarkastelu 
 
Kun Human Splicing Finder tuloksia tarkastellaan, niin nähdään, että 11:ta variantilla 
on ohjelma todennut ríkkoutuneen ESE-sekvenssin. Monilla varianteilla esiintyi paljon 
muutoksia silmukointiin liittyvien proteiinien sitoutumiskohdissa, mutta juuri ESE-
sekvensseihin sitoutuvien SR-proteiinien sitoutumiskohdat ovat tarkastelun kannalta 
mielenkiintoisia. Näistä varianteista vain kahdella RBPmap-ohjelma havaitsi variant-
tisekvenssistä hävinneen SR-proteiini sitoutumiskohdan. BRCA1 c.230C>T -variantista 
hävisi SRSF3 sitoutumiskohta ja BRCA2-variantista c.9872C>G hävisi SRSF5 sitoutu-
miskohta. Nämä tulokset ovat yhteensopivia toistensa kanssa, mutta varianttien joukosta 
löytyi myös variantti BRCA2 c.9232G>T, joilla Human Splicing Finder ei todennut rik-
koutunutta ESE-sekvenssiä, mutta RBPmap totesi silti hävinneen SRSF2-proteiinin si-
toutumiskohdan. Lisäksi varianttien joukosta löytyi mielenkiintoinen BRCA2 
c.9411T>G -variantti, jossa ei Human Splicing Finderin mukaan löydy rikkinäistä ESE-
sekvenssiä, mutta RBPmap tuloksien mukaan variantista on hävinnyt SRSF3 sitoutu-
miskohta, mutta myös ilmestynyt uusi SRSF5 sitoutumiskohta. Se miten tämä SR-
proteiinin sitoutumiskohdan mahdollinen muutos SRSF3:sta SRSF5:een vaikuttaisi sil-
mukointiin, on epäselvä, sillä molemmat ovat SR-proteiineja. Voi olla mahdollista, että 
väärän SR-proteiinin sitoutuminen väärään kohtaan transkriptia, saattaa vaikuttaa sil-
mukointiin häiritsevällä tavalla. Variantin RBPmap-analyysi tosin havaitsi tosin myös 
monen muun silmukointiin liittyvän proteiinin sitoutumiskohtien muutoksia, joten tämä 
SR-proteiinin vaihtuminen ei ole ainoa mahdollinen silmukointia häiritsevä tekijä.  
 
Human Splicing Finder totesi myös kahdeksan variantin tapauksessa varianttisekvens-
sissä uuden ESS-sekvenssin. Nämä sekvenssit ovat ESE-sekvenssien lisäksi erityisen 
mielenkiintoisia, sillä ne ovat todennäköisimmin silmukointia estävien hnRNP-
proteiinien sitoutumiskohtia. Kahdeksasta variantista, joilla Human Splicing Finder to-
tesi uuden ESS sitoutumiskohdan, vain BRCA2 c.7712A>G -variantiin ilmestyi uusi 
HNRNPA2B1 sitoutumiskohta ja BRCA2 c.9232G>T -variantiin ilmestyvät uudet 
HNRNPC- sekä HNRNPCL1-proteiinien sitoutumiskohdat. Näistä HNRNPC sitoutu-
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miskohdan ilmestyminen on erityisen mielenkiintoinen, sillä Ananthan ym. (2013) mu-
kaan proteiini saattaa säädellä BRCA1- ja BRCA2-geenien mRNA silmukointia, ja 
BRCA-proteiinien vuorovaikutuksia muiden proteiinien kanssa DNA vaurioiden kor-
jauksessa toimivissa nukleoproteiini komplekseissa.  
 
Näiden lisäksi varianttien joukosta löytyi myös sellaisia, joilla hävisi hnRNP-
sitoutumiskohta. Näihin variantteihin lukeutui BRCA2-variantit c.3314C>T josta hävisi 
HNRNPK sitoutumiskohta, c.6821G>T josta hävisi HNRNPA2B1 sitoutumiskohta, 
c.8953+24T>C, josta hävisi HNRNPC sitoutumiskohta, sekä c.9302T>C josta hävisi 
HNRNPU sitoutumiskohta. C.8953+24T>C variantin kohdalla Human Splicing Finder 
ei ollut todennut mitään silmukointimuutoksia, mutta muiden varianttien osalta ohjelma 
oli todennut vain rikkoutuneen ESE-sekvenssin. 
 
Mahdollisten uusien luovuttajasekvenssien (donor site) vaikutuksia on vaikea arvioida, 
koska uuden luovuttajasekvenssin voimakkuus ei todennäköisesti ole suurempi kuin 
oikean 5’ -luovuttajasekvenssin. Human Splicing Finder vain toteaa uuden mahdollisen 
luovuttajasekvenssin, mutta ei vertaa tämän sekvenssin voimakkuutta jo olemassa ole-
vaan luovuttajasekvenssiin intronin 5’ -päässä. Jos uusi luovuttajasekvenssi olisi voi-
makkaampi kuin normaali luovuttajasekvenssi, voisi olla mahdollista, että osa eksonin 
3’ -pään sekvenssistä jäisi transkriptista pois, kun silmukointikoneisto valitsee väärän 
sitoutumiskohdan. Tämä saattaisi mahdollisesti johtaa esimerkiksi lukuraamin muutok-
seen, tai proteiinin toiminnalle kriittisen domeenin rakenteen häiriöön.  
 
Tuloksien perusteella on vaikea sanoa, mitkä emäsvariantit saattavat vaikuttaa silmu-
kointiin merkittävästi, sillä eri ohjelmat analysoivat sekvenssejä eri menetelmillä, ja eri 










4.4 Muiden BRCA1 ja BRCA2 in silico -analyysien tulosten tarkastelu 
 
4.4.1 Havaitut ribosomin sitoutumiskohdat. transkriptiotekijät, ESE-sekvenssit 
ja muut muutokset 
 
Silmukointimuutosten lisäksi in silico -analyysit havaitsivat myös muita erilaisia muu-
toksia varianttisekvensseissä, mutta nämä muutokset saattavat olla harmittomia. Esi-
merkiksi BRCA2 c.68-7T>A -variantin RegRNA-analyysin toteama uusi ribosomin si-
toutumiskohta (RBS) ja avoin lukuraami (ORF) saattavat olla harmittomia ohjelman 
havaitsemia muutoksia. Vaikka transkriptiin ilmestyisi uusi mahdollinen ribosomin si-
toutumiskohta ja avoin lukuraami, se ei johtaisi ribosomin sitoutumiseen tähän vaihto-
ehtoiseen sitoutumiskohtaan, sillä sekvenssin ympäristöstä puuttuvat muut translaatioon 
tarvittavat tunnistussekvenssit, kuten 5’ UTR-alue. Tämän lisäksi muutos on intronissa, 
eli ribosomi ei edes pystyisi tunnistamaan sekvenssiä, sillä sitä ei intronin pois silmu-
koinnin jälkeen enää olisi transkriptissa. Voi tosin olla, että havaittu muutos olisi uuden 
sisäisen ribosomin sitoutumiskohdan (internal risobome entry site) syntyminen. Helle-
nin ja Sarnowin (2001) katsauksen mukaan tällaisia sekvenssejä on havaittu stressin-
sietoon ja apoptoosiin liittyvien geenien mRNA-molekyyleillä. On myös mahdollista, 
että ohjelma tulkitsee tämän muutoksen ribosomin sitoutumiskohdaksi ja uudeksi avoi-
meksi lukuraamiksi vain sen takia, että aminohappo on muuttunut metioniiniksi, ja oh-
jelma toteaa pelkästään tämän perusteella, että uusi ribosomin sitoutumiskohta on syn-
tynyt.  
 
RegRNA-ohjelma löysi sekvensseistä myös paljon erilaisia ESE-sekvenssejä, ja osalla 
varianteista löytyi eroja näiden sekvenssien ilmenemisessä normaalin- ja varianttisek-
venssin välillä. Näitä havaintoja on vaikea tulkita, sillä ohjelma esittää sekvenssin sillä 
nimellä, mistä geenistä tämä kyseinen sekvenssi on aikaisemmin löytynyt. Monet geenit 
todennäköisesti käyttävät näitä samoja ESE-sekvenssejä silmukoinnissa, mutta tämän 
tutkielman puitteissa näiden mahdollisten muutosten vaikutuksia BRCA-transkripteihin 
on vaikea arvioida.  
 
Sekä RBPmap että RegRNA löysivät silmukointiin liittyvien proteiinien lisäksi eroja 
transkriptiotekijöiden ja muiden proteiinien sitoutumiskohdissa, mutta näiden muutok-
sien merkityksiä ei pysty aina varmasti toteamaan. Näiden kyseisten proteiinien tarkas-
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telussa ei löytynyt yhtäkään BRCA1- tai BRCA2-spesifistä proteiinia ja suurimmalla 
osalla proteiineista ei ollut yhteyttä syöpään. Tämä ei tarkoita, etteikö joillakin näistä 
proteiineista voisi olla vuorovaikutuksia BRCA-geenien kanssa. 
 
Mistä tahansa emässekvenssistä löytyy sattumalta todennäköisesti joitain eri proteiinien 
mahdollisia sitoutumissekvenssejä. Kaikista tutkituista sekvensseistä löytyi aina useita 
erilaisia mahdollisia sitoutumiskohtia, joten todennäköisyys sille, että mutaation aiheut-
tama satunnaisen proteiinin sitoutumiskohdan ilmestyminen tai häviäminen normaa-
lisekvenssiin verrattuna aiheuttaisi merkittäviä haitallisia vaikutuksia on epävarma. 
 
4.4.2 Havaitut mikro-RNA ja RNA-editointisekvenssit 
 
RNA-editointi on ilmiö, jossa valmiin transkriptin sekvenssi muuttuu eri entsyymien 
toimesta transkription jälkeen, muuttamatta ympäröivää RNA-sekvenssiä. Yksi tällainen 
RNA-editoinnin muoto on C-to-U RNA editointi. Vun ja Tsukuharan (2017) katsauk-
sessa mainitaan, että C-to-U RNA -editointisekvenssejä on löytynyt monien transkrip-
tien 3’ UTR-alueilta, varsinkin luuytimen makrofageista. Tämän lisäksi artikkelissa 
mainitaan myös apolipoproteiini B:n (apoB) vaihtoehtoinen editointi maksassa ja ohut-
suolessa, jossa nukleotidi 6666:den muutos C:stä U:ksi luo transkriptiin ennenaikaisen 
lopetuskodonin, ja johtaa erilaisten transkriptien esiintymiseen maksakudoksessa ja 
ohutsuolessa. ApoB:n RNA-editointia on pidetty pitkään ainoana konkreettisena esi-
merkkinä C-to-U editoinnista ihmisellä, mutta esimerkiksi Sharman ym. (2015) tutki-
muksessa on löytynyt näyttöä satojen eri geenien C-to-U editoinnista APOBEC3A-
proteiinin toimesta makrofagien M1-polarisaatiossa ja monosyyttien altistuessa interfe-
roneille ja hypoksialle.  
 
RegRNA löysi lähes kaikista sekvensseistä mahdollisia C-to-U RNA editoinnin kohtia, 
mutta BRCA1-variantilla c.230C>T sekä BRCA2-varianteilla c.7712A>G ja c.9232G>T 
varianttisekvenssistä hävisi tällainen sekvenssi varianttiemäksen kohdalla, kun variant-
tisekvenssiä verrattiin normaaliin sekvenssiin. C-to-U RNA-editoinnin täyttä merkitystä 
ihmiselle ei vielä tunneta, vaikutukset saattavat olla kudos- sekä tilannekohtaisia kuten 
Sharman ym. (2014) tutkimuksessa, ja kaikkia editointiin osallistuvia eri proteiineja ja 
niiden käyttämiä tunnistussekvenssejä ei välttämättä vielä tiedetä. BRCA-geenien mah-
dollisesta RNA editoinnista ei ole tutkimustietoa, mutta Asaokan ym. (2019) tutkimuk-
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sessa on havaittu, että APOBEC3-välitteistä RNA editointia esiintyy rintasyöpäkas-
vaimissa, ja lisääntyneellä editoinnin määrällä on havaittu yhteys korkeampaan immuu-
nisolujen aktiivisuuteen ja potilaan selviytymiseen. 
 
RegRNA havaitsi kahdella BRCA2-variantilla myös mikro-RNA kohdesekvenssien 
muutoksia, mutta myöskään näillä ei mahdollisesti ole funktionaalisia vaikutuksia. Va-
rianttiin c.4756A>C ilmestyi uusi hsa-miR-769-3p mikro-RNA:n kohdesekvenssi. Xian 
ym. (2019) ovat havainneet tämän mikro-RNA:n yliekspression olevan yhteydessä 
maksasyöpään, ja Qiu ym. (2016) havaitsivat yliekspression olevan yhteydessä myös 
melanoomaan, mutta yhteyksiä rintasyöpään tai BRCA2-geeniin ei ole tutkittu. On mie-
lenkiintoista, että kyseinen mikro-RNA on yhteydessä syöpäsairauksiin, mutta uuden 
tämän mikro-RNA:n kohdesekvenssin ilmestyminen ei tämänhetkisten tutkimusten pe-
rusteella vaikuta BRCA2-transkripteihin.   
 
Variantista c.6821G>T puolestaan hävisi hsa-miR-1273e mikro-RNA:n kohdesekvens-
si. Tämä muutos ei todennäköisesti vaikuta transkriptiin, sillä kyseisen mikro-RNA-
sekvenssin funktiosta ei ole miRBase, NCBI tai Genecards tietokantojen mukaan tietoa, 
koska kyseinen sekvenssi on poistettu tietokannasta. Mikro-RNA-sekvenssejä analysoi-
vat ohjelmat ovat saattaneet tulkita kyseisen sekvenssin funktionaaliseksi mikro-RNA-
geeniksi, vaikka sekvenssillä ei tällaista toimintoa oikeasti ole.  
 
Tällaisten mikro-RNA-sekvenssien muutoksia on vaikea arvioida ilman tarkempaa tut-
kimusta. Mikro-RNA:t toimivat usein sitoutumalla UTR-alueille, ja kummankaan mik-
ro-RNA:n kohdesekvenssin muutos ei sijainnut UTR-alueella. Tosin Hsu ym. (2011) 
ovat havainneet myös koodaavalle sekvenssille sitoutuvia mikro-RNA-molekyylejä, 
joten ei ole mahdotonta, että tällaiset koodaavalle sekvensille ilmaantuvat mikro-RNA 








4.5 Yhteenveto BRCA-varianttien analyysistä, sekä esimerkkejä mielen-
kiintoisista varianteista 
 
BRCA-varianttien sekvenssianalyysit eri ohjelmilla tuottivat paljon mahdollisesti mie-
lenkiintoista tietoa, mutta yksin tämä data ei hyödytä biologisesti funktionaalisten vari-
anttien tunnistamista. Datasta on pystyttävä karsimaan pois merkityksettömät havainnot, 
ja koska ohjelmat keskittyvät vain mahdollisten muutosten havaitsemiseen, on tutkijan 
osattava päätellä ja selvittää, mitkä muutokset ovat oikeasti merkittäviä. 
 
Eri ohjelmien käyttö saman variantin tarkasteluun mahdollistaa eri tuloksien vertailun, 
ja jos eri ohjelmien tulkinnat tukevat toisiaan, vahvistaa tämä mahdollisuutta siitä, että 
variantilla on oikeasti jokin vaikutus. Tämän takia varsinkin Human Splicing Finder 
tuloksien vertailu muiden ohjelmien havaintoihin on erityisen mielenkiintoista, vaikka 
toisiaan tukevia tuloksia mahdollisista silmukointiproteiinien sitoutumiskohtien muu-
toksista esiintyi vain parilla variantilla ESE-sekvenssien tapauksessa. Samaan tapaan 
Alamut-alaohjelmien samankaltaiset tulkinnat vahvistavat todennäköisyyttä siitä, että 
variantilla on tosiasiassa jokin vaikutus, varsinkin jos kaikki ohjelmat tulkitsevat varian-
tin haitalliseksi, ja kyseinen emäs sekä aminohappo ovat fylogeneettisesti konservoitu-
neita.  
 
Tietokoneanalyysien perusteella osalla varianteista ilmeni monia mahdollisia muutok-
sia, kun taas toisilla muutoksia ilmeni selvästi vähemmän. Esimerkki variantista, jossa 
ohjelmat havaitsivat hyvin vähän muutoksia, on BRCA2 c.4756A>C, jolla havaittiin 
vain rikkoutunut ESE-sekvenssi, sekä uusi hsa-miR-769-3p mikro-RNA kohdesekvens-
si. Kuten edellä mainittu, tämä mikro-RNA on kuitenkin mielenkiintoinen siksi, että 
sillä on todettu olevan yhteys syöpäsairauksiin.  
 
Hyvä esimerkki variantista, jolla saattaa hyvinkin olla jokin funktionaalinen vaikutus, 
on BRCA2 c.9872C>G. Kyseisellä variantilla havaittiin neljä erilaista silmukointimuu-
tosta, joista yksi oli ESE-sekvenssin häviäminen, ja tätä muutosta tukee myös havainto 
ESE-sekvensseille sitoutuvan SRSF5-proteiinin sitoutumiskohdan häviämisestä 
RBPmap -analyysin perusteella. Variantilla havaittiin myös monen muun silmukointiin 
liittyvän proteiinin sitoutumiskohdan muutoksia. Näiden havaintojen lisäksi variantin 
ClinVar tulkinta on epävarma, kaikki Alamut-alaohjelmat tulkitsivat muutoksen haital-
liseksi ja kyseisen emäksen sekä aminohapon fylogeneettinen konservoituminen oli 
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vahva. Näiden havaintojen perusteella tämä variantti voisi olla hyvä valinta syvempään 
tarkasteluun.  
 
Toinen esimerkki mielenkiintoisesta variantista on BRCA2 c.7712A>G. Tällä variantilla 
oli havaittu kaksi silmukointimuutosta, joista molemmat oli todennut usea Human Spli-
cing Finderin käyttämä algoritmi. Myös proteiinien sitoutumiskohtien muutoksissa oli 
havaittu uudet silmukointiin ja mRNA aineenvaihduntaan liittyvien RBM5- ja 
HNRNPA2B1-proteiinien sitoutumiskohdat. Näiden havaintojen lisäksi myös kolme 
neljästä Alamutin alaohjelmasta oli tulkinnut variantin haitalliseksi, ja emäksen sekä 
aminohapon fylogeneettinen konservoituminen oli vahva. Variantti näyttää myös olevan 
erityisen harvinainen eurooppalaisessa populaatiossa, sillä gnomAD genomes ja ExAC 
tietokannoista ei löytynyt lainkaan havaintoja (liite 2, taulukko 19). Näistä syistä myös 
tätä varianttia voisi harkita jatkotutkimukseen.  
 
Alleelifrekvenssin perusteella BRCA2-variantti c.6821G>T voisi myös olla hyvä valinta 
jatkotutkimukseen, sillä kyseisen variantin SISu tietokannan alleelifrekvenssi oli kor-
kein (0,013) ja myös maailmanlaajuisesti tämän variantin frekvenssi oli eri tietokan-
noissa korkeampien frekvenssien joukossa (0,0014– 0,0024). Tällaisen hieman ylei-
semmän variantin vaikutuksen selvittäminen voisi helpottaa jatkotutkimuksia, sekä pe-
rinnöllisyysneuvontaa tulevaisuudessa. Variantissa havaittiin rikkoutunut ESE-
sekvenssi ja hävinnyt pre-mRNA:n prosessointiin ja kuljetukseen, sekä silmukointiin 
liittyvän HNRNPA2B1-proteiinin sitoutumiskohta. Alamut tulkinnat variantista ovat 
ristiriitaisia ja nukleotidin fylogeneettinen konservoituminen on vain keskivertoa, mutta 
muista varianteista poiketen, tässä variantissa hävinneen ESE-sekvenssin oli todennut 
viisi eri Human Splicing Finder -ohjelman algoritmiä. Usean algoritmin toisiaan tukeva 
tulkinta tekee havainnosta luotettavamman kuin muiden hävinneiden ESE-sekvenssien 
tapauksessa. Vaikka tämänhetkinen ClinVar tulkinta olettaa variantin harmittomaksi, 
näyttöä tästä ei ole vielä tarpeeksi, ja tietokoneanalyysien perusteella variantilla saattaa 
hyvinkin olla jotain funktionaalisia vaikutuksia.  
 
Varianttien tietokoneanalyyseissä ja tulosten tarkastelussa on aina muistettava, että tul-
kintoja ja havaintoja tekevät ohjelmat ovat ihmisten suunnittelemia ja olemassa olevan 
tiedon ympärille rakennettuja työkaluja. Ohjelmat helpottavat tutkijan työtä ja auttavat 
mielenkiintoisten varianttien rajauksessa, mutta ne eivät koskaan pysty suoraan totea-
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maan varianttien biologisia vaikutuksia. Kaikki tietokoneohjelmien ennustamat vaiku-
tukset tulee todistaa myös käytännössä. Kaikista varianteista löytyi jotain muutoksia, ja 
erilaisia proteiinien sitoutumiskohtien muutoksia olivat ohjelmat todenneet erityisen 
paljon. Kooste kaikista havaituista muutoksista, sekä lisätietoa ja tulkintoja jokaisesta 
variantista löytyy liitteistä 3 ja 4.  
 
4.6 ANO7 ddPCR-tulosten ja sekvenssidatan vertailu 
 
4.6.1 Erot ja yhtäläisyydet ddPCR-mittauksien ja sekvensointidatan välillä 
 
DdPCR-menetelmää ja sekvensointia on vertailtu useassa tieteellisessä julkaisussa. Ai-
kaisemmin mainitussa de Smithin ym. (2015) lapsuusajan akuuttista lymfaattista leu-
kemiaa (ALL) käsittelevässä tutkimuksessa tarkasteltiin tutkimusryhmän käyttämää 
ddPCR-tekniikkaa, vertailemalla ddPCR-tuloksia alleelisesta epätasapainosta perintei-
seen sanger-sekvensoinnilla saatuihin tuloksiin, ja havaittiin, että menetelmien tulokset 
ovat hyvin yhteensopivia ainakin kahden tutkitun SNP:n tarkastelussa. Tutkimuksessa 
tosin selvitettiin RNA-tason ekspression sijaan sitä, miten syöpäkudoksessa normaali- ja 
riskialleelit säilyivät syöpäsoluissa sairaudelle yleisten deleetioiden johdosta. Tämän 
lisäksi Wang ym. (2019) ovat suoraan verranneet sanger-sekvensointia ja ddPCR-
tekniikkaa papillaarisen kilpirauhassyövän riskiä kasvattavan BRAFV600E -mutaation 
kliinisessä havaitsemisessa, ja he totesivat, että ddPCR oli sensitiivisempi tekniikka 
mutaation havaitsemiseen, varsinkin jos DNA-näytteen konsentraatio on matala, kuten 
kilpirauhassyövän tutkimiseen käytetyissä pienikokoisissa syöpänäytteissä. Tässäkään 
tutkimuksessa ei kuitenkaan tarkasteltu eri alleelien suhteita RNA-tasolla, vaan keski-
tyttiin tietyn mutaation havaitsemiseen DNA-näytteestä. Eri tutkimuksia tarkastellessa 
ei löytynyt aikaisempaa tutkimustietoa, joka liittyisi suoranaisesti RNA-tason alleelisen 
epätasapainon tutkimiseen, sekä RNA-sekvensoinnin ja ddPCR-tekniikan tuloksien ver-
tailuun. Tämän johdosta tuloksia tarkastellessa ei ole mahdollisuutta viitata aikaisem-
piin havaintoihin. 
 
Yksi tärkeä tämän tutkimuksen tulosten tarkasteluun vaikuttava tekijä on se, ettei tutki-
muksessa ollut varmuutta siitä, onko sekvensointiin ja ddPCR-mittauksiin käytetty täy-
sin samaa lähtömateriaalia. Vaikka molemmilla menetelmillä olisi käytetty potilaan 
syöpäkudoksesta peräisin olevaa RNA:ta, on mahdollista, että eri menetelmillä on voitu 
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käyttää syöpäkudoksen RNA:ta, joka ei ole ollut peräisin täysin samasta näytteestä. 
Huomioitava on myös se, että tuumorit, joista näytteet on kerätty, ovat olleet heterogee-
nisiä, joten saman syöpäkasvaimen näytteiden välillä voi todennäköisesti ilmetä eroja. 
On mahdollista, että eri menetelmiin käytetty RNA on ollut peräisin eri syöpäkudospa-
lasta, tai se on eristetty eri menetelmällä eri henkilön toimesta. kaikki nämä tekijät saat-
tavat vaikuttaa eroihin menetelmien tuloksien välillä.  
 
Taulukon 12 tuloksien perusteella näytteen 35 sekvensointidata ei näytä vastaavan tut-
kittua näytettä, koska ddPCR-mittauksen antama tulos eksoni 16 rs7593101 -variantin 
tarkastelussa on täysin erilainen. Sekvensoinnin perusteella näyte 35 on heterotsygootti, 
mutta ddPCR-mittauksen perusteella näytteessä olisi ainoastaan referenssialleeli. Myös 
taulukon 13 eksoni 8 rs2074840 -variantin tulos on menetelmien välillä täysin erilainen, 
sekvensoinnin perusteella näyte on homotsygootti, mutta ddPCR-mittauksen perusteella 
heterotsygootti. Mittauksen jälkeen kävi ilmi, että kyseinen näyte on sekvensoitu kah-
desti eri menetelmillä, ja nämä sekvensointitulokset ovat vastanneet toisiaan. Tämän 
havainnon perusteella on erittäin todennäköistä, että cDNA-synteesiin käytetty RNA-
näyte on ollut väärä.   
 
Muiden näytteiden osalta sekvenssidatan ja ddPCR-mittauksien tulokset alleelien väli-
sistä suhteista vaihtelevat rajusti tiettyjen varianttien ja näytteiden kohdalla. Esimerkiksi 
taulukossa 12 eksoni 16 rs7593101 -variantin näytteiden 205, 207 ja 214 alleelien väli-
set suhteet eroavat eri menetelmien tuloksissa merkittävästi toisistaan. Toisaalta samoja 
alukkeita ja koettimia käyttäen loppujen näytteiden tulokset ovat huomattavasti lähem-
pänä toisiaan, erityisesti näytteiden 161 ja 202, joiden alleelien väliset suhteet ovat mel-
kein samat, sekä sekvensoinnin, että ddPCR-mittauksen perusteella (sekvensoin-
ti/ddPCR: 0,34/0,34 ja 1,2/1,15) ja näytteiden ddPCR-mittauksien keskihajonnat ovat 
myös matalat (0,05 ja 0,06). Tämä ero tuloksissa eri näytteiden välillä ei selity näyttei-
den 205, 207 ja 214 alhaisella cDNA konsentraatiolla ddPCR-mittauksessa, sillä vain 
näytteessä 214 keskimääräinen konsentraatio on huomattavasti muista näytteistä poik-
keava (4,57 kopiota/µl verrattuna 15,3–16,12 kopioon/µl). Näytteiden 207 ja 214 
ddPCR-mittauksessa alleelien suhteen keskihajonta on merkittävä (0,17 ja 0,21), mutta 
toisaalta näytteen 205 keskihajonta on huomattavasti pienempi (0,08). Yleisesti pie-
nempi alleelien välisen suhteen keskihajonta ddPCR-mittauksissa näyttää liittyvän yh-




Suuret keskihajonnat saattavat tehdä ddPCR-mittauksista kyseenalaisia. Erot keskiha-
jonnoissa voisi selittyä sillä, että pieni näytteen cDNA konsentraatio lisää mittauksien 
epätarkkuutta, mutta jos tarkastellaan eksoni 16 rs7593101 -variantin osalta näytteiden 
32 ja 207 ddPCR-mittauksien keskihajontoja (0,06 ja 0,17), ero cDNA konsentraatiossa 
ei selitä eroa keskihajonnassa, sillä molemmissa näytteiden cDNA konsentraatiot ovat 
lähellä toisiaan (13,55 ja 16,12 kopiota/µl). Tämän lisäksi, vaikka näytteen 10 alleelien 
välisen suhteen keskihajonta ddPCR-mittauksen perusteella on eksoni 16 ja erityisesti 
eksoni 8 koettimilla suuri (0,28 ja 0,65), eksoni/introni 4 koettimilla taas ddPCR-
mittauksien keskihajonta on merkittävästi pienempi (0,06), vaikka näytteen cDNA kon-
sentraatio ei ole muuttunut. Voi tosin olla, että suurempi cDNA konsentraatio yhdistet-
tynä useampaan toistoon saattaisi pienentää mittauksien keskihajontaa, ja lisätä kaikkien 
tuloksien luotettavuutta. Toisaalta toistojen lisääminen heterotsygoottisten näytteiden 
osalta kasvattaisi analyysin tekemiseen tarvittavaa työtaakkaa ja reagenssien kulutusta. 
 
Taulukoiden 13 ja 14 tulosten valossa on selvää, että ddPCR-menetelmä pystyy tehok-
kaasti havaitsemaan toisen alleelin puuttumisen näytteestä. Kaikilla koettimilla ddPCR-
mittaus pystyi helposti havaitsemaan, onko näytteessä molemmat, vai vain toinen allee-
li. Nämä tulokset olivat myös yhteensopivia sekvensointituloksien kanssa. Molemmilla 
menetelmillä esiintyi tosin yksittäisiä toisen alleelin esiintymiseen viittaavaa datapistet-
tä, mutta nämä ovat mitä todennäköisimmin vain menetelmien virhehavaintoja, jotka 
voidaan jättää tuloksien analysoinnissa huomiotta. 
 
Toisaalta taulukon 14 näytteen 207 eksoni/introni 4 sekvensointidata tekee tällaisesta 
tulkinnasta haastavan. Sekvensoinnilla on saatu tulokseksi yhteensä vain 14 havaintoa. 
Havaintojen pienen määrän takia on vaikea sanoa, kuinka luotettava tulos alleelien väli-
sestä suhteesta on. Erityisesti tämän näytteen eksoni/introni 4 ddPCR-mittauksen tulos 
saattaisi olla tarkempi kuin sekvensointitulos, sillä ddPCR-menetelmällä havaintoja on 
saatu merkittävästi enemmän (yhteensä keskimäärin 322 positiiviseksi määritettyä pisa-
raa), ja tämän lisäksi näiden havaintojen keskihajonta on pieni (0,04). Myös näytteen 10 
eksoni/introni 4 on ongelmallinen samasta syystä, sillä kyseisestä näytteestä on saatu 
sekvensoinnilla vain neljä havaintoa, kun taas ddPCR on määrittänyt keskimäärin 317 
positiivista havaintoa, ja ddPCR-mittauksen keskihajonta on pieni (0,06). Myös näyt-
teistä 32, 161 ja 214 on saatu sekvensoinnilla erittäin pieni määrä havaintoja (8, 10 ja 
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10), mutta näiden näytteiden kannalta tämä ei ole ongelmallista, sillä näytteissä on ha-
vaittu vain toinen alleeli. 
 
Eksoni/introni 4 variantin sekvensointidatan suppeus johtuu luultavasti siitä, että ky-
seessä on introninen variantti, joka on havaittu totaali-RNA-sekvensoinnilla. Tämä joh-
taa huomattavasti pienempään havaintojen määrään intronisissa sekvensseissä, koska 
RNA-sekvensointi keskittyy nimenomaan ekspressoituihin sekvensseihin. Ekso-
ni/introni 4 rs77559646 -variantti on tosin erityistapaus, sillä tämä variantti aiheuttaa 
häiriöitä silmukoinnissa, ja johtaa intronisen sekvenssin säilymiseen transkriptissa. Täs-
tä huolimatta sekvenssidata on tällä variantilla paljon suppeampaa kuin muilla varian-
teilla.  
 
Mielenkiintoista tämän eksoni/introni 4 variantin kannalta on se, että heterotsygoottisten 
näytteiden ddPCR-mittauksien tuloksien keskihajonnat olivat kaikki pienempiä muiden 
varianttien tuloksiin verrattuna, riippumatta cDNA konsentraatiosta. Yksi selitys tälle 
saattaa olla, että suunnitellut koettimet ristireagoivat kohdesekvenssiensä kanssa vä-
hemmän kuin muille varianteille suunnitellut koettimet, johtaen tarkempaan ja luotetta-
vampaan eroon referenssi- ja varianttipositiivisten pisaroiden esiintymisessä ddPCR-
mittauksessa.  
 
Kaikissa ddPCR-mittauksissa on otettava huomioon, että positiiviset ja negatiiviset pi-
sarat toisistaan erottava raja-arvo asetettiin itse tuloksien tarkastelun yhteydessä samalla 
tavalla kuin alukkeiden optimoinnissa. Kaikissa saman variantin analyyseissä käytettiin 
samoja raja-arvoja, joilla vain ylin pisarapopulaatio todettiin positiivisiksi. Ylimmän ja 
keskimmäisen pisarapopulaation välillä sijaitsi aina lukuisia yksittäisiä mahdollisesti 
positiivisia pisaroita, joista raja-arvon perusteella jotkin määrittyivät positiivisiksi ja osa 
negatiivisiksi. Voisi olettaa, että tämä vaikuttaisi tuloksiin merkittävästi, mutta tämän 
tutkimuksen kannalta tämä ei ole merkittävä virhelähde, sillä näitä pisaroita oli niin vä-
hän, että raja-arvojen muuttaminen ei vaikuttanut merkittävästi alleelien väliseen suh-
teeseen. Jos näitä kyseenalaisia pisaroita olisi huomattavan paljon, luotettavan raja-
arvon asettaminen olisi ongelmallisempaa. Tämän ongelman voisi tosin mahdollisesti 
ratkaista alentamalla näytteen cDNA konsentraatiota, valitsemalla PCR-lämpösykliin 
eri annealing lämpötilan, tai suunnittelemalla erilaiset alukkeet. Tässä tutkimuksessa ei 




4.6.2 Yhteenveto ddPCR-menetelmän toimivuudesta alleelisen epätasapainon 
määrityksessä 
 
DdPCR-menetelmän soveltuvuus alleelien välisen suhteen määrittämiseen näyttää riip-
puvan näytteestä ja tutkittavasta variantista. Menetelmä pystyy helposti havaitsemaan 
toisen alleelin puuttumisen näytteestä, mutta sekvensointidataa ja ddPCR-mittauksia 
tarkastellessa ilmenee suuria eroavaisuuksia menetelmillä saaduissa tuloksissa. Taulu-
kon 12 eksoni 16 variantin tuloksissa näkyy miten osalla näytteistä menetelmien tulok-
set ovat melkein identtiset, kun taas osalla näytteistä ero on merkittävä, johtuen suuresta 
ddPCR-mittauksien keskihajonnasta. Suuret keskihajonnat ddPCR-mittauksissa saatta-
vat olla seuraus virheellisistä mittauksista, tai reaktioiden valmistelusta. Yksi mahdolli-
nen syy saattaa myös olla sekvensointiin ja ddPCR:ään käytetyn RNA:n lähde. Jos me-
netelmissä on käytetty saman potilaan eri kudospalasta peräisin olevaa RNA:ta, voisi 
tämä selittää menetelmien antamat erilaiset tulokset.  
 
Taulukon 13 eksoni 8 variantin tuloksissa referenssialleelin puuttuminen ilmenee sel-
västi molemmilla menetelmillä, ja heterotsygoottisen näytteen 202 tulokset alleelien 
välisestä suhteesta ovat yhteensopivia (1,43 ja 1,45). Toisaalta on mielenkiintoista, että 
samoilla koettimilla ja alukkeilla heterotsygoottisen näytteen 10 ddPCR-tulos eroaa 
sekvensointituloksesta merkittävästi (sekvensointi/ddPCR 0,95/1,56),mutta tämä johtuu 
mitä todennäköisimmin ddPCR-mittauksen erittäin suuresta keskihajonnasta (0,65). 
 
Taulukon 14 eksoni/introni 4 variantin tuloksissa varianttialleelin puuttuminen ilmenee 
selvästi molemmilla menetelmillä, ja ddPCR-mittaukset ovat heterotsygoottisten näyt-
teiden kohdalla kattavia ja keskihajontojen (0,04) perusteella tarkkoja. Toisaalta tämän 
variantin ongelmakohdaksi nousee sekvensointidatan kattavuus. Heterotsygoottisten 
näytteiden eri menetelmien tulokset alleelien välisistä suhteista eroavat toisistaan mer-
kittävästi (sekvensointi/ddPCR 1,37/0,41 ja 0,56/0,29), mutta ddPCR-mittauksien pien-
ten keskihajontojen ja sekvensointidatan suppeuden perusteella voisi tämän variantin 





Tulosten valossa on vaikea sanoa, kumpi menetelmä soveltuu paremmin alleelisen epä-
tasapainon tarkasteluun. Eri varianteilla ja myös eri näytteillä ilmeni paljon eroavai-
suuksia menetelmien tuloksissa, mutta myös erittäin hyvin toisiaan tukevia havaintoja, 
kuten eksoni 16 näytteet 161 ja 202. Yksi tutkimuksen ongelmakohta on se, että eksoni 
8 ja eksoni/introni 4 varianteilla esiintyi monta homotsygoottista näytettä, jotka mo-
lemmat menetelmät pystyivät määrittämään helposti. Tutkimukseen olisi saatu parem-
paa tietoa, jos isompi osa tutkittavista näytteistä olisi ollut heterotsygoottisia näiden 
varianttien suhteen. Toinen tutkimuksen iso ongelma on eksoni/introni 4 näytteiden 
suppea sekvensointidata, joka vaikeuttaa menetelmien tuloksien vertailua. Toisaalta 
ddPCR-mittausten alhaiset keskihajonnat viittaavat menetelmän tuottavan tämän varian-
tin osalta luotettavampaa tietoa sekvensointiin verrattuna. DdPCR-mittauksien ongel-
makohdaksi nousi myös tiettyjen mittausten suuri keskihajonta, joka tekee tuloksista 
kyseenalaisia.  
 
Tutkimusasetelmaa voisi parantaa monella tavalla mahdollisissa jatkotutkimuksissa. 
Tutkittavaksi voisi ottaa enemmän variantteja sekä näytteitä, ja ennalta varmistaa, että 
näytteissä tutkittavat variantit olisivat mieluummin heterotsygootteja kuin homotsygoot-
teja. Lisäksi ennen tutkimusta pitäisi varmistaa näytteiden sekvenssidatan kattavuus, 
jotta menetelmiä voisi verrata paremmin toisiinsa. Menetelmien tarkkaa vertailua varten 
olisi myös erityisen tärkeää käyttää samaa lähdemateriaalia sekvensointiin ja ddPCR-
mittaukseen. Myös syy tiettyjen näytteiden ddPCR-mittauksien korkeille keskihajon-
noille olisi hyvä selvittää ja korjata. Mielenkiintoista voisi myös olla tutkia, minkälaisia 
tuloksia alleelisesta suhteesta antaisivat samalle variantille suunnitellut eri aluke- ja koe-
tinparit. Jos tämänkaltaisessa tarkastelussa kävisi ilmi merkittäviä aluke- ja koetinriip-
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Liite 1: Yksityiskohtaiset tiedot ANO7 alukkeiden ja koettimien testaami-
sesta ja optimoinnista 
 
Taulukko 15. PCR-koneeseen asetettu ANO7 eksoni 16 rs7593101 lämpötilagradientin näytele-
vy. Tällä levyllä näytteitä oli vain pystyrivillä 1.  
PCR levyn kaivo MDA PCa 2b 
cDNA/rs7593101 
Annealing lämpötila °C 
A Näyte 61 
B Puskuri, ei näytettä 60.4 
C Näyte 59.1 
D Näyte 57.2 
E Näyte 55 
F Näyte 53.1 
G Negatiivinen kontrolli 51.7 
H Näyte 51 
 
 
Taulukko 16. PCR-koneeseen asetettu ANO7 eksoni/introni 4 rs77559646 ja ANO7 eksoni 8 
rs2074840 lämpötilagradientin näytelevy. Tällä levyllä näytteitä oli pystyriveillä 1 ja 2. Näyte-
levyn valmistelussa kaivoon D2 laitettiin vahingossa kaksinkertainen määrä ohjeen mukaan 
valmistettua master mix seosta.  
PCR levyn kaivo 1) 22Rv1 cDNA/ 
rs77559646 




A Näyte Näyte 67 
B Puskuri, ei näytettä Puskuri, ei näytettä 66.3 
C Näyte Näyte 64.9 
D Näyte Näyte 62.8 
E Näyte Näyte 60.4 










Taulukko 17. Uusi PCR-koneeseen asetettu alhaisemman annealing lämpötilan ANO7 ekso-
ni/introni 4 rs77559646 lämpötilagradientin näytelevy. Tällä levyllä näytteitä oli vain pystyrivil-
lä 1. 
PCR levyn kaivo 22Rv1 cDNA/ rs77559646 Annealing lämpötila °C 
A Näyte 62 
B Puskuri, ei näytettä 61.4 
C Näyte 60.1 
D Näyte 58.2 
E Näyte 56 
F Näyte 54.1 
G Negatiivinen kontrolli 52.7 
H Näyte 52 
 
Taulukko 18. Eksoni/introni 4 rs77559646 PCR-levyn ANO7S ja ANO7S-R158H 1:250 lai-
mennoksen konsentraatiogradientti. Annealing lämpötila 58 °C. 













Kuva 11. ”1-D amplitude plot” eksoni/introni 4 rs77559646 konsentraatiogradientista. Siniset 
FAM-pisarat vastaavat normaalia G-alleelia ja vihreät HEX-pisarat vastaavat variantti A-
alleelia. Kuvassa näkyy miten vihreiden HEX-pisaroiden määrä laskee kaivosta A kaivoon F 
kun varianttialleelin sisältämän cDNA:n määrä laskee liitteen 1 taulukon 18 mukaan.  
 
  
Kuva 12. ”Consentration” -ikkuna eksoni/introni 4 rs77559646 konsentraatiogradientista. Ku-
vassa näkyy selvästi, miten vihreän mutanttialleelia sisältävän cDNA:n konsentraatio laskee 





Kuva 13. ”Ratio” -ikkuna eksoni/introni 4 rs77559646 konsentraatiogradientista. Kuvassa nä-
kyy, miten normaalialleelin suhde varianttialleeliin muuttuu selvästi, kun varianttialleelin sisäl-
tämän cDNA:n määrä laskee näytteessä vasemmalta oikealle kaivosta A kaivoon F liitteen 1 




Kuva 14. ”Events” -ikkuna eksoni/introni 4 rs77559646 konsentraatiogradientista. Kuvassa 
näkyy miten itse asetettujen raja-arvojen perusteella droplet reader -laite on määrittänyt pisaroi-
ta FAM- ja HEX-positiivisiksi. Varianttialleelia vastaavien vihreiden HEX-positiivisten pisaroi-
den määrä laskee vasemmalta oikealle kaivosta A kaivoon F, kun tätä varianttia sisältämän 















Liite 2: BRCA-varianttien alleelifrekvenssit 
 
Taulukko 19. Tutkittavien BRCA-varianttien SISusta (The Sequencing Initiative Suomi) ja 
ClinVarista haetut eri tietokantojen mukaiset alleelifrekvenssit. GnomAD ja ExAC frekvens-
seissä on huomioitava eurooppalaisten frekvenssien monesti huomattavasti suurempi otanta 













BRCA1     
c.230C>T - 0.000022/0.000016 0.00004/0.000025 - 
c.3257T>C - 0.000022/0.000012 0.00005/0.000033 0.000048 
c.3649T>C - - - - 
c.4676-8C>G 0.00005/0.00006 0.000097/0.000064 0.00014/0.000084 0.00029 
BRCA2     
c.68-7T>A 0.0035/0.0026 0.0031/0.0029 0.0032/0.0024 0.006 
c.583T>G - - - - 
c.2884C>T 0.00011/0.00010 0.00016/0.000097 0.00015/0.000091 0.00082 
c.3314C>T - - - - 
c.4756A>C - - - - 
c.5225A>T 0.00005/0.00003 0.000037/0.000020 0.00004/0.000025 0.000048 
c.6821G>T 0.0037/0.0024 0.0027/0.0015 0.0022/0.0014 0.013 
c.7121A>G 0.00005/0.00003 0.0/0.000004 - - 
c.7712A>G 0.0/0.00022 0.000007/0.000032 0.0/0.000041 - 
c.7759C>T - 0.000066/0.000044 0.00007/0.000041 - 
c.7805+13A>G 0.00005/0.00025 0.000022/0.000040 0.00003/0.000058 - 
c.8855T>C - - - - 
c.8953+24T>C - - - - 
c.9232G>T - - - - 
c.9302T>C - - - - 
c.9411T>G 0.0012/0.00076 0.001/0.00055 0.00083/0.00052 0.0042 
c.9872C>G 0.00021/0.00013 0.00016/0.000088 0.00005/0.000033 0.00081 
c.10234A>G 0.0022/0.037 0.0026/0.023 0.0023/0.023 0.0084 
 
 
Liite 3: Yhteenveto BRCA1- ja BRCA2-varianttien in silico -analyyseistä.  
 
Taulukko 20. Yhteenveto BRCA1- ja BRCA2-varianttien in silico -analyyseistä. Ev. = epävarma, Hai = haitallinen, Har. = harmiton, U. = uusi, H. = hävinnyt, R. = 























BRCA1         
c.230C>T 2/4 Ev. 2/4 Hai. U. ESS site 
R. ESE site 
- SRSF3 H. C-to-U RNA 
editing site 
Kesk. Kesk. 
c.3257T>C 0/4 Ev. 2/4 Hai. - - GTF2IRD1-isoform 2, 
HNRNPA1L2 
- Heik. Kesk. 






- - RBM41, ZC3H14 PCBP1, PCBP3 - - - 
BRCA2         
c.68-7T>A ¾ Har. - - KHDRBS1, KHDRBS2, 
PABPC4 





c.583T>G - 2/4 Hai. U. Donor site 
U. ESS site 
C/EBP SRSF3 - Heik. Kesk. 
c.2884C>T 2/4 Ev. 0/4 Hai. U. ESS site TRA2B, aMEF-2 - - Ei kon. Heik. 
c.3314C>T - 2/4 Hai. R. ESE site RBM42 HNRNPK, cd45 tyro-
sine phosphatase ESE 
- Kesk. Heik. 
c.4756A>C - ¼ Hai. R. ESE site - - U. hsa-miR-769-
3p micro RNA 
target site 
Heik. Heik. 




2/4 Hai. R. ESE site - HNRNPA2B1, 
LIN28A, dystrophin 
gene exon 27 ESE, g-
alpha-s exon 3 ESE 
H. hsa-miR-
1273e micro 
RNA target site 
Kesk. Heik. 
c.7121A>G ¼ Ev. 0/4 Hai. U. Donor site - PABPC5 - Ei kon. Kesk. 
 
 
U. ESS site 
c.7712A>G ¼ Ev. ¾ Hai. U. ESS site 
R. ESE site 
MAF, RBM5, HNRN-
PA2B1 
G3BP2 H. RNA C-to-U 
editing site 
Vah. Vah. 
c.7759C>T ¼ Ev. 4/4 Hai. U. Donor site ZNF638 - - Hei. Vah. 
c.7805+13
A>G 
¼ Ev. - U. ESS site 
R. ESE site 
- Oct-1, PABPC1, 
PABPC4, PUM2, 
SART3 
- - - 
c.8855T>
C 
- 2/4 Hai. R. ESE site Kid3, TEL1 - - Vah. Hei. 
c.8953+24
T>C 




- - - 
c.9232G>
T 










¼ Ev. 3/3 Hai. R. ESE site - HNRNPU, PUM2, 
PLZF 
- Kesk. Kesk. 
c.9411T>
G 
¾ Har. 0/1 Hai. U. Donor 
site 




- - - 
c.9872C>
G 
2/4 Ev. 4/4 Hai. 2 U. Donor 
site 
U. ESS site 
R. ESE site 
TIA1, ZC3H14 MBNL1, SRSF5, 
TARDBP 
- Vah. Vah. 
c.10234A>
G 
¾ Har. 0/4 Hai. R. ESE site CNOT4 YBX1, ZCRB1, 
SRSF3 
- E ikon. Heik. 
 
 
Liite 4: BRCA1- ja BRCA2-varianttien yksityiskohtainen tarkastelu 
 
Tässä liitteessä tarkastelemme erikseen jokaisen tutkitun variantin. Tähän tarkasteluun 
sisältyy kuvaus jokaisesta proteiinista, jolla havaittiin jokin muutos varianttisekvenssis-
sä. Proteiinien tiedot haettiin Genecards tietokannasta. Havaittujen silmukointimuutos-
ten yhteydessä mainitaan sulkeissa Human Splicing Finderin käyttämien algoritmien 





Havaitut silmukointimuutokset: Uusi ESS-sekvenssi (2) ja rikkoutunut ESE-sekvenssi 
(3) 
Hävinneet sitoutumiskohdat: SRSF3 
Muut havainnot: Hävinnyt C-to-U RNA editointikohta 
 
ClinVar tulkinta: 2/4 epävarma 
Alamut-ohjelmien tulkinnat: 2/4 haitallinen 
Nukleotidin fylogeneettinen konservoituminen: Keskiverto 
Aminohapon fylogeneettinen konservoituminen: Keskiverto 
 
Tulkinta: Rikkoutunut ESE-sekvenssi tulos vastaa sekvenssistä hävinnyttä SRSF3 sil-
mukointiproteiinin sitoutumiskohdan häviämistä hyvin. Variantin ClinVar tulkinta on 
epävarma ja neljästä Alamut-ohjelmasta puolet totesivat variantit haitalliseksi. Vaikka 
emäksen ja aminohapon fylogeneettinen konservoituminen on vain keskivertoa, voisi 
silmukointitulosten ja hävinneen SRSF3 sitoutumiskohdan häviämisen perusteella tode-
ta variantin mahdollisesti silmukointia häiritseväksi.  
 
c.3257T>C 
Ei havaittuja silmukointimuutoksia. 
Hävinneet sitoutumiskohdat: GTF2IRD1-isoform 2, HNRNPA1L2 
 
ClinVar tulkinta: 0/4 epävarma 
Alamut-ohjelmien tulkinnat: 2/4 haitallinen 
Nukleotidin fylogeneettinen konservoituminen: Heikko 
 
 
Aminohapon fylogeneettinen konservoituminen: Keskiverto 
 
Tulkinta: GTF2IRD1 säätelee kognitiivista kehitystä, mutta sillä saattaa olla vaikutusta 
myös solusyklin säätelyssä, kun taas HNRNPA1L2 on silmukointiproteiini. Emäksen 
fylogeneettinen konservoituminen on heikko ja silmukointimuutoksia ei havaittu, vaik-




Ei havaittuja silmukointimuutoksia.  
Hävinneet sitoutumiskohdat: SRSF3, MATR3 
 
ClinVar tulkinta: 2/4 epävarma 
Alamut-ohjelmien tulkinnat: 0/4 haitallinen 
Nukleotidin fylogeneettinen konservoituminen: Heikko 
Aminohapon fylogeneettinen konservoituminen: Keskiverto 
 
Tulkinta: Silmukointitulkinnasta huolimatta sekvenssissä havaittiin hävinnyt SRSF3 
silmukointiproteiinin sitoutumiskohta. MATR3 saattaa stabiloida tiettyjä mRNA-
molekyylejä, ja olla vastuussa viallisten mRNA-molekyylien säilyttämisestä tumassa, 
mutta tämä ei ole varma. Alamut tulkintojen, nukleotidin heikon fylogeneettisen kon-
servoitumisen ja silmukointimuutosten perusteella variantin voisi mahdollisesti todeta 
harmittomaksi, tosin ClinVar tietokannan mukaan tilanne on vielä epävarma.  
 
c.4676-8C>G 
Ei havaittuja silmukointimuutoksia 
Uudet sitoutumiskohdat: RBM41, ZC3H14 
Hävinneet sitoutumiskohdat: PCBP1, PCBP3 
 
ClinVar tulkinta: ¼ mahdollisesti harmiton 
 
Tulkinta: RBM41 on RNA:ta sitova proteiini, jolla on todettu yhteys Ebsteinin anomali-
aan. ZC3H14 on taas poly-A-sekvenssiä sitova proteiini, joka saattaa vaikuttaa 
mRNA:n stabiliteettiin, kuljetukseen ja translaatioon varsinkin hermosoluissa. PCBP1 
proteiini taas on polioviruksen translaatiota säätelevä proteiini, joilla on todettu myös 
 
 
yhteys ihmisen 15-lipoxygenaasin translaation säätelyssä. PCBP3 on C-rikkaisiin sek-
vensseihin sitoutuva RNA:ta sitova proteiini, jolla on transkription jälkeisiä vaikutuksia.  
 
Variantissa on havaittu paljon eri proteiinien sitoutumiskohtien muutoksia, mutta näiden 
vaikutuksia on vaikea ennakoida, varsinkin koska kyseessä on introninen variantti. Sil-
mukointimuutoksia ei havaittu ja ClinVar on tulkinnut variantin mahdollisesti harmit-





Ei havaittuja silmukointimuutoksia.  
Uudet sitoutumiskohdat: KHDRBS1, KHDRBS2, PABPC4 
Hävinneet sitoutumiskohdat: DAZAP1, RBMS1 
Muut havainnot: Uusi ribosomin sitoutumiskohta ja avoin lukuraami 
 
Tulkinta: KHDRBS1 ja KHDRBS2 ovat silmukointiproteiineja, joilla on todettu spesifi-
siä silmukointivaikutuksia eri geeneissä. PABPC4 on poly-A-sekvenssiin sitoutuva pro-
teiini, jolla saattaa olla vaikutuksia transkription säätelyyn T-soluissa, verihiutaleissa ja 
megakaryosyyteissä. RBMS1-proteiinilla on todettu yhteys MYC-geenin toimintaan, 
kun taas DAZAP1 on RNA:ta sitova proteiini, jota tarvitaan spermatogeneesissä.  
 
Vaikka Human Splicing Finder ei havainnut silmukointimuutoksia, sekvenssissä on silti 
havaittu silmukointiin liittyvien proteiinien sitoutumiskohtien muutoksia. Variantin 
mahdollinen vaikutus on epäselvä. 
 
c.583T>G 
Havaitut silmukointimuutokset: Uusi luovuttajasekvenssi (1) ja ESS-sekvenssi (3) 
Uudet sitoutumiskohdat: C/EBP 
Hävinneet sitoutumiskohdat: SRSF3 
 
ClinVar tulkinta: Ei tietoa 
Alamut-ohjelmien tulkinnat: 2/4 haitallinen 
Nukleotidin fylogeneettinen konservoituminen: Heikko 




Tulkinta: C/EBP on transkriptiotekijä, joka säätelee monia immuunipuolustukseen ja 
tulehdukseen liittyviä geenejä, kun taas SRSF3 on silmukointiproteiini. Silmukointitu-
losten havaitsema uusi ESS-sekvenssi ja hävinnyt SRSF3 sitoutumiskohta saattavat vai-
kuttaa häiritsevästi silmukointiin. Lisäksi variantista ei ole ClinVar tietokannassa mi-
tään tietoa ja Alamut-ohjelmien tulkinnat ovat ristiriitaisia. Näiden havaintojen perus-
teella variantin vaikutus on hyvin epävarma.  
 
c.2884C>T 
Havaitut silmukointimuutokset: Uusi ESS-sekvenssi (3) 
Uudet sitoutumiskohdat: TRA2B, aMEF-2 
 
ClinVar tulkinta: 2/4 epävarma 
Alamut-ohjelmien tulkinnat: 0/4 haitallinen 
Nukleotidin fylogeneettinen konservoituminen: Ei konservoitumista 
Aminohapon fylogeneettinen konservoituminen: Heikko 
 
Tulkinta: TRA2B on silmukointiproteiini, kun taas aMEF-2 on lihassoluspesifinen tran-
skriptiotekijä, joka säätelee kasvutekijöiden ja stressin aktivoimia geenejä.  
 
Variantissa oli yksi silmukointiin liittyvän proteiinin muutos, sekä uusi havaittu ESS-
sekvenssi. Toisaalta Alamut-ohjelmat ovat tulkinneet variantin harmittomaksi ja 
nukleotidi sekä aminohappo eivät ole vahvasti fylogeneettisesti konservoituneita. Vari-
antin vaikutus on epävarma, kuten ClinVar tulkinta.  
 
c.3314C>T 
Havaitut silmukointimuutokset: Rikkoutunut ESE-sekvenssi (2) 
Uudet sitoutumiskohdat: RBM42 
Hävinneet sitoutumiskohdat: HNRNPK, cd45 tyrosine phosphatase ESE 
 
ClinVar tulkinta: Ei tietoa 
Alamut-ohjelmien tulkinnat: 2/4 haitallinen 
Nukleotidin fylogeneettinen konservoituminen: Keskiverto 




Tulkinta: RBM42 sitoutuu CDKN1A mRNA:han ja HNRNPK on ribonukleoproteiini, 
joka sitoutuu poly-C-sekvensseihin ja on vastuussa mRNA:n prosessoinnista ja kulje-
tuksesta, mutta jolla ei ole havaittu silmukointiin liittyviä ominaisuuksia. Koska Alamut 
tulokset ovat ristiriitaisia ja variantilla ei ole omaa ClinVar sivua, variantin mahdollista 
vaikutusta on näiden tuloksien perusteella vaikea ennakoida. 
 
c.4756A>C 
Havaitut silmukointimuutokset: Rikkoutunut ESE-sekvenssi (3) 
Muut havainnot: Uusi hsa-miR-769-3p mikro-RNA-kohdesekvenssi 
 
ClinVar tulkinta: Ei tietoa 
Alamut-ohjelmien tulkinnat: ¼ haitallinen 
Nukleotidin fylogeneettinen konservoituminen: Heikko 
Aminohapon fylogeneettinen konservoituminen: Heikko 
 
Tulkinta: Vaikka Human Splicing Finder on havainnut silmukointimuutoksen, muut 
ohjelmat eivät ole havainneet mitään silmukointiproteiinien sitoutumiskohtien muutok-
sia. Valtaosa Alamut-ohjelmista tulkitsi variantin harmittomaksi, ja tämän lisäksi 
nukleotidin sekä aminohapon fylogeneettinen konservoituminen on heikkoa. Vaikka 
ClinVar tietokannassa ei ole tietoa tästä variantista, voisi näiden tulosten perusteella 
pitää varianttia mahdollisesti harmittomana.   
 
c.5225A>T 
Havaitut silmukointimuutokset: Rikkoutunut ESE-sekvenssi (2) 
Uudet sitoutumiskohdat: TRA2B, G3BP2 
Hävinneet sitoutumiskohdat: QKI, RBM42 
 
ClinVar tulkinta: 2/4 epävarma 
Alamut-ohjelmien tulkinnat: 1/3 haitallinen 
Nukleotidin fylogeneettinen konservoituminen: Heikko 
Aminohapon fylogeneettinen konservoituminen: Heikko 
 
Tulkinta: TRA2B on silmukointiproteiini, ja QKI on RNA:ta sitova proteiini, jolla on 
silmukointiominaisuuksia ja tärkeä tehtävä myelinisaation säätelyssä. RBM42 sitoutuu 
 
 
spesifisesti CDKN1A mRNA:han. G3BP2 on tukiproteiini, joka liittyy antiviraaliseen 
signalointiin.  
 
Alamut tuloksien ja nukleotidin sekä aminohapon fylogeneettisen konservoitumisen, 
sekä silmukointituloksien perusteella tämä variantti saattaa olla mahdollisesti harmiton.  
 
c.6821G>T 
Havaitut silmukointimuutokset: Rikkoutunut ESE-sekvenssi (5) 
Hävinneet sitoutumiskohdat: HNRNPA2B1, LIN28A, dystrophin gene exon 27 ESE, g-
alpha-s exon 3 ESE 
Muut havainnot: Hävinnyt hsa-miR-1273e mikro-RNA-kohdesekvenssi 
 
ClinVar tulkinta: ¼ mahdollisesti harmiton 
Alamut-ohjelmien tulkinnat: 2/4 haitallinen 
Nukleotidin fylogeneettinen konservoituminen: Keskiverto 
Aminohapon fylogeneettinen konservoituminen: Heikko 
 
Tulkinta: HNRNPA2B1 on proteiini, joka toimii per-mRNA:n prosessoinnissa ja kulje-
tuksessa, ja jolla on myös silmukointia edistäviä vaikutuksia. LIN28A puolestaan sääte-
lee tiettyjä kantasolujen toiminalle tärkeitä geenejä. Vaikka moni algoritmi on tulkinnut 
variantissa olevan rikkoutunut ESE-sekvenssi, ei minkään SR-proteiinin sitoutumispai-
kan häviämistä todettu. ClinVar tietokannan mukaan variantti saattaa olla harmiton ja 
aminohapon fylogeneettinen konservoituminen on heikko, mutta Alamut-ohjelmien 
tulkinnat ovat ristiriitaisia. Variantin vaikutus silmukoinnin tai aminohappomuutoksen 
osalta on epävarma.   
 
c.7121A>G 
Havaitut silmukointimuutokset: Uusi luovuttajasekvenssi (1) sekä uusi ESS-sekvenssi 
(3) 
Hävinneet sitoutumiskohdat: PABPC5 
 
ClinVar tulkinta: ¼ epävarma 
Alamut-ohjelmien tulkinnat: 0/4 haitallinen 
Nukleotidin fylogeneettinen konservoituminen: Ei konservoitumista 




Tulkinta: PABPC5 on mRNA aineenvaihduntaa säätelevä proteiini, joka sitoutuu 
mRNA:n poly-A-sekvenssiin. Vaikka Human Splicing Finder tulkitsi variantissa olevan 
silmukointimuutoksia, nämä muutokset eivät vastaa proteiinien sitoutumiskohtien muu-
toksia. Tämän lisäksi kaikki Alamut-ohjelmat ovat tulkinneet variantin harmittomaksi. 
Tämän lisäksi kyseisen nukleotidin fylogeneetinen konservoituminen on heikko. Näiden 
tietojen perusteella voi variantti olla mahdollisesti harmiton.  
 
c.7712A>G 
Havaitut silmukointimuutokset: Uusi ESS-sekvenssi (3) ja rikkoutunut ESE-sekvenssi 
(4) 
Uudet sitoutumiskohdat: MAF, RBM5, HNRNPA2B1 
Hävinneet sitoutumiskohdat: G3BP2 
Muut havainnot: Hävinnyt RNA C-to-U editointikohta 
 
ClinVar tulkinta: ¼ epävarma 
Alamut-ohjelmien tulkinnat: ¾ todennäköisesti haitallinen 
Nukleotidin fylogeneettinen konservoituminen: Vahva 
Aminohapon fylogeneettinen konservoituminen: Vahva 
 
Tulkinta: MAF on transkriptiofaktori, joka säätelee T-solujen apoptoosia, sekä linssin 
kuitujen kehitystä alkiossa. RBM5 on silmukointiproteiini, jonka on todettu olevan tär-
keä tuumorisuppressorigeeni, joka säätelee solusyklin pysäyttämistä ja apoptoosia var-
sinkin p53, FAS ja CASP2/caspase-2-geenien vaihtoehtoisen silmukoinnin avulla.  
HNRNPA2B1 on proteiini, joka säätelee monia mRNA aineenvaihdunnan prosesseja, 
kuten mRNA stabiliteettia ja kuljetusta. G3BP2 puolestaan on antiviraaliselle signaloin-
nille tärkeä sytoplasmisten stressijyvästen muodostamiseen tarvittava tukiproteiini.  
 
Havaittujen silmukointimuutosten ja RBM5 sitoutumiskohdan ilmestyminen variant-
tisekvenssin on mielenkiintoinen havainto, tämän lisäksi valtaosa Alamut-ohjelmista on 
tulkinnut variantin haitalliseksi ja sekä nukleotidin, että aminohapon fylogeneettinen 
konservoituminen ovat vahvoja. Näiden tietojen perusteella variantti voisi olla mahdol-






Havaitut silmukointimuutokset: Uusi luovuttajasekvenssi (1) 
Uudet sitoutumiskohdat: ZNF638 
 
ClinVar tulkinta: ¼ epävarma 
Alamut-ohjelmien tulkinnat: 4/4 haitallinen 
Nukleotidin fylogeneettinen konservoituminen: Heikko 
Aminohapon fylogeneettinen konservoituminen: Vahva 
 
Tulkinta: ZNF638 on sytidiinirikkaisiin sekvensseihin sitoutuva proteiini, joka edistää 
retroviraalisen genomiin integroimattoman DNA:n repressiota, ja säätelee myös rasva-
solujen kehitystä. Vaikka proteiinien sitoutumiskohtien muutokset eivät tue silmukointi-
tuloksia, saattaa variantti olla proteiinitasolla haitallinen Alamut-ohjelmien tulkintojen 
sekä aminohapon korkean fylogeneettisen konservoitumisen perusteella.  
 
c.7805+13A>G 
Havaitut silmukointimuutokset: Uusi ESS-sekvenssi (5) ja rikkoutunut ESE-sekvenssi 
(2) 
Hävinneet sitoutumiskohdat: Oct-1, PABPC1, PABPC4, PUM2, SART3 
ClinVar tulkinta: ¼ epävarma 
 
Tulkinta: Oct-1, joka tunnetaan myös nimellä POU2F1, on transkriptiofaktori, joka sää-
telee tiettyjen snRNA-geenien ja immunoglobuliinien, sekä histoni H2B:n ekspressiota. 
PABPC1 on poly-A-sekvensseihin sitoutuva proteiini, joka säätelee translaatiota ja sil-
mukointia. PABPC4 sitoutuu myös poly-A-sekvensseihin, ja proteiinin on todettu sääte-
levän mRNA-molekyylien stabiliteettia aktivoituneissa T-soluissa. PUM2 on transkrip-
tion jälkeinen repressori, joka säätelee alkion kehitystä, solujen erilaistumista, sekä vi-
rusinfektioiden tunnistamista. SART3 on silmukointikompleksin kokoonpanoa ja ha-
joamista edistävä proteiini.  
 
Silmukointitulosten ja proteiinien sitoutumiskohtien häviämisten perusteella on vaikea 
sanoa, onko variantilla haitallista vaikutusta silmukointiin, sillä kaksi kolmesta havai-
tusta silmukointiproteiinin sitoutumiskohdan muutoksesta kuuluivat poly-A-







Havaitut silmukointimuutokset: Rikkoutunut ESE-sekvenssi (3) 
Uudet sitoutumiskohdat: Kid3 and TEL1 (TR.) 
 
ClinVar tulkinta: Ei tietoa 
Alamut-ohjelmien tulkinnat: 2/4 haitallinen 
Nukleotidin fylogeneettinen konservoituminen: Vahva 
Aminohapon fylogeneettinen konservoituminen: Heikko 
 
Tulkinta: Kid3, toiselta nimeltä ZNF354C, on transkriptiotekijä, joka mahdollisesti sää-
telee osteoblastien erilaistumista, sekä syntymän jälkeistä myogeneesiä. TEL1, toiselta 
nimeltään ATM, on DNA:n kaksoisjuosteen vaurioihin reagoiva kinaasi, joka säätelee 
muun muassa p53 ja BRCA1-proteiinien välityksellä solusykliä ja apoptoosia.  
 
Proteiinien sitoutumiskohtien muutokset eivät vastaa silmukointituloksia, mutta ristirii-
taiset Alamut tulokset sekä nukleotidin vahva fylogeneettinen konservoituminen saatta-
vat viitata silmukointimuutokseen. Kokonaisuudessaan tämän variantin vaikutusta on 
vaikea arvioida.  
 
c.8953+24T>C 
Ei havaittuja silmukointimuutoksia 
Hävinneet sitoutumiskohdat: HNRNPC, HNRNPCL1, RALY, U2AF2, CPEB2, 
CPEB4, TIA1 
ClinVar tulkinta: Ei tietoa 
 
HNRNPC on proteiini, joka sitoutuu mRNA:n UTR-alueille ja säätelee mRNA aineen-
vaihduntaa ja kuljetusta, sekä saattaa säädellä spesifisesti BRCA1- ja BRCA2-geenien 
mRNA silmukointia, ja BRCA-proteiinien vuorovaikutuksia muiden proteiinien kanssa 
DNA-vaurioiden korjauksessa toimivissa nukleoproteiinikomplekseissa. HNRNPCL1 
on kuvailtu silmukointiproteiiniksi, kun taas RALY on silmukointiproteiini, joka toimii 
myös transkriptionaalisena kofaktorina maksassa kolesterolin synteesissä. U2AF2 on 
intronin branch site -sekvenssille sitoutuva silmukointiproteiini, ja CPEB2 on proteiini, 
jonka oletetaan olevan tärkeä transkriptionaalisesti epäaktiivisten haploidisten spermati-
 
 
dien toiminnalle. CPEB4 on mRNA:n 3’ UTR-alueelle sitoutuva proteiini, joka säätelee 
UPR (unfolded protein response) -vastetta maksassa, ja proteiinia tarvitaan myös solu-
syklin etenemiseen. TIA1 proteiinilla on silmukointiin ja mahdollisesti apoptoosiin liit-
tyviä toimintoja. T1A1 sitoutuu 3’ UTR-alueelle. 
 
Tulkinta: Variantissa tapahtui erityisen paljon silmukointiin liittyvien proteiinien sitou-
tumiskohtien muutoksia, toisaalta Human Splicing Finder ei todennut mitään silmukoin-
timuutoksia, joten variantin vaikutus silmukointiin jää epäselväksi.   
 
c.9232G>T 
Havaitut silmukointimuutokset: Uusi ESS-sekvenssi (2) 
Uudet sitoutumiskohdat: RALY, U2AF2, CPEB2, CPEB4, HNRNPC, HNRNPCL1, 
ZC3H14, ZNF638 
Hävinneet sitoutumiskohdat: SFPQ, SRSF2 
Muut havainnot: Hävinnyt RNA C-to-U editointikohta 
 
ClinVar tulkinta: Ei tietoa 
Alamut-ohjelmien tulkinnat: ¾ haitallinen 
Nukleotidin fylogeneettinen konservoituminen: Keskiverto 
Aminohapon fylogeneettinen konservoituminen: Vahva 
 
Tulkinta: RALY on silmukointiproteiini, joka toimii myös transkriptionaalisena kofak-
torina maksassa kolesterolin synteesissä. U2AF2 on intronin branch site -sekvenssille 
sitoutuva silmukointiproteiini, kun taas CPEB2 on proteiini, jonka oletetaan olevan tär-
keä transkriptionaalisesti epäaktiivisten haploidisten spermatidien toiminnalle. CPEB4 
puolestaan on mRNA:n 3’ UTR-alueelle sitoutuva proteiini, joka säätelee UPR (unfol-
ded protein response) -vastetta maksassa, ja proteiinia tarvitaan myös solusyklin etene-
miseen. 
 
HNRNPC on proteiini, joka sitoutuu mRNA:n UTR-alueille ja säätelee mRNA aineen-
vaihduntaa ja kuljetusta, sekä saattaa säädellä spesifisesti BRCA1- ja BRCA2-geenien 
mRNA silmukointia, ja BRCA-proteiinien vuorovaikutuksia muiden proteiinien kanssa 
DNA vaurioiden korjauksessa toimivissa nukleoproteiinikomplekseissa. HNRNPCL1 
on kuvailtu silmukointiproteiiniksi. ZC3H14 on poly-A-sekvensseihin sitoutuva proteii-
ni, joka säätelee mRNA stabiliteettia, kuljetusta ja translaatiota. ZNF638 on transkrip-
 
 
tiofaktori, joka säätelee rasvasolujen kehittymistä, sekä genomiin integroimattoman 
retroviraalisen DNA:n hiljentämistä. SFPQ proteiini säätelee monia tuman prosesseja, 
spesifisiä geenejä ja sillä on myös vaikutuksia silmukointiin. SRSF2 on silmukointiin 
tarvittava proteiini.  
 
Variantissa havaittiin useita silmukointiin liittyvien proteiinien sitoutumiskohtien muu-
toksia, sekä uusia, että hävinneitä. Mielenkiintoinen havainto oli uuden HNRNPC- pro-
teiinin sitoutumiskodan ilmestyminen varianttisekvenssiin, tällä proteiinilla saattaa olla 
BRCA1- ja BRCA2-spesifisiä silmukointivaikutuksia. Tosin proteiini sitoutuu UTR-
alueelle, joten sillä ei välttämättä ole vaikutusta tämän variantin tapauksessa. Human 
Splicing Finder myös havaitsi mahdollisen uuden ESS sitoutumiskohdan ilmestymisen 
sekvenssiin, ja tämä tulos saattaa liittyä usean uuden silmukointiproteiinin sitoutumis-
kohdan ilmestymiseen varianttisekvenssiin. Variantti saattaa tulosten perusteella vaikut-
taa silmukointiin, ja tulosten varjossa tätä olisi mielenkiintoista tutkia tarkemmin. Sil-
mukoinnin lisäksi variantti saattaa olla myös proteiinitasolla haitallinen, sillä valtaosa 
Alamut-ohjelmista tulkitsi variantin haitalliseksi ja aminohapon fylogeneettinen konser-
voituminen on korkea. 
 
c.9302T>C 
Havaitut silmukointimuutokset: Rikkoutunut ESE-sekvenssi (2) 
Hävinneet sitoutumiskohdat: HNRNPU, PUM2, PLZF 
 
ClinVar tulkinta: ¼ epävarma 
Alamut-ohjelmien tulkinnat: 3/3 haitallinen 
Nukleotidin fylogeneettinen konservoituminen: Keskiverto 
Aminohapon fylogeneettinen konservoituminen: Keskiverto 
 
Tulkinta: HNRNPU säätelee muun muassa telomeerien pituutta, sekä monien geenien 
transkriptiota ja silmukointia. PUM2 on UTR-alueille sitoutuva repressori, joka säätelee 
alkionkehitystä ja solujen erilaistumista. PLZF, joka on tunnettu myös nimellä ZBTB16, 
on transkriptiofaktori, joka säätelee solusyklin etenemistä, ja jolla on vuorovaikutuksia 
histonideasetylaasin kanssa.  
 
Tuloksien perusteella variantin vaikutuksia on vaikea arvioida. Proteiinitasolla variantti 





Havaitut silmukointimuutokset: Uusi luovuttajasekvenssi (1) 
Uudet sitoutumiskohdat: ATF2, SRSF5 
Hävinneet sitoutumiskohdat: CDX1, MBNL1, RBM41, U2AF2, SRSF3, A1CF, CPEB4 
ClinVar tulkinta: ¾ harmiton 
Alamut-ohjelmien tulkinnat: 0/1 haitallinen (vain PolyPhen-2 tulkinta) 
 
Tulkinta: ATF2 on transkriptiofaktori, joka säätelee monia solujakautumiseen ja DNA-
vahingon korjaamiseen liittyviä geenejä. SRSF5 ja SRSF3 ovat tärkeitä silmukointipro-
teiineja. CDX1 on transkriptiotekijä, joka säätelee suolispesifistä geeniekspressiota, 
sekä enterosyyttien erilaistumista. MBNL1 on vaihtoehtoisen silmukoinnin säätelijä, 
kun taas RBM41 on RNA:han sitoutuva proteiini, jolla on yhteys Ebsteinin anomaliaan. 
U2AF2 on silmukointiproteiini, ja A1CF on keskeinen apolipoproteiini B:n RNA edi-
toinnissa tarvittava proteiini. CPEB4 on mRNA:n 3’ UTR-alueelle sitoutuva proteiini, 
joka säätelee UPR (unfolded protein response) -vastetta maksassa, ja proteiinia tarvitaan 
myös solusyklin etenemiseen. 
 
Variantista löytyi paljon silmukointiin liittyvien proteiinien sitoutumispaikkojen muu-
toksia, sekä uusi mahdollinen luovuttajasekvenssi. Nämä muutokset voivat mahdollises-
ti olla silmukointia häiritseviä muutoksia, mutta toisaalta ClinVar tietokannan tulkinta 
on, että variantti olisi mahdollisesti harmiton.  
 
c.9872C>G 
Havaitut silmukointimuutokset: Kaksi uutta luovuttajasekvenssiä (1), uusi ESS-
sekvenssi (2) sekä rikkoutunut ESE-sekvenssi (3) 
Uudet sitoutumiskohdat: TIA1, ZC3H14 
Hävinneet sitoutumiskohdat: MBNL1, SRSF5, TARDBP 
 
ClinVar tulkinta: 2/4 epävarma 
Alamut-ohjelmien tulkinnat: 4/4 haitallinen 
Nukleotidin fylogeneettinen konservoituminen: Vahva 




Tulkinta: TIA1 proteiinilla on silmukointiin ja mahdollisesti apoptoosiin liittyviä toi-
mintoja. T1A1 sitoutuu 3’ UTR-alueelle. ZC3H14 on poly-A-sekvensseihin sitoutuva 
proteiini, joka säätelee mRNA stabiliteettia, kuljetusta ja translaatiota. MBNL1 on vaih-
toehtoisen silmukoinnin säätelijä, ja SRSF5 on tärkeä silmukointiproteiini. TARDBP on 
3’ UTR-alueille sitoutuva silmukointia säätelevä proteiini. Tuman transkriptien lisäksi 
proteiini säätelee mitokondrionaalisia transkripteja.  
 
Havaittujen silmukointimuutosten ja näitä havaintoja tukevien silmukointiproteiinien 
sitoutumispaikkojen muutosten, Alamut-ohjelmien tulkintojen, sekä nukleotidin ja ami-
nohapon vahvan fylogeneettisen konservoitumisen perusteella, tämä variantti saattaa 
olla monella tavalla geenin toiminnalle haitallinen.  
 
c.10234A>G 
Havaitut silmukointimuutokset: Rikkoutunut ESE-sekvenssi (2) 
Uudet sitoutumiskohdat: CNOT4 
Hävinneet sitoutumiskohdat: YBX1, ZCRB1, SRSF3 
 
ClinVar tulkinta: ¾ harmiton 
Alamut-ohjelmien tulkinnat: 0/4 haitallinen 
Nukleotidin fylogeneettinen konservoituminen: Ei konservoitumista 
Aminohapon fylogeneettinen konservoituminen: Heikko 
 
Tulkinta: CNOT4 on transkription säätelijä, joka on osa apoptoosia, immuniteettia sekä 
kasvaimen syntyä säätelevää JAK-STAT viestintäjärjestelmää. YBX1 on DNA:ta sekä 
RNA.ta sitova proteiini, jolla on RNA stabiliteettiin, transkriptioon ja silmukointiin liit-
tyviä vaikutuksia. ZCRB1 on silmukointiproteiini, joka on osa U12-tyypin spli-
seosomia. 
 
Variantti vaikuttaa proteiinitasolla harmittomalta, mutta rikkoutunut ESE-sekvenssi 
saattaa liittyä havaittuihin silmukointiproteiinien sitoutumiskohtien häviämiseen jollain 
tavalla. Toisaalta ClinVar tulkinnan mukaan variantti on harmiton ja nukleotidin sekä 
aminohapon fylogeneettinen konservoituminen on heikkoa, joten tämä variantti ei ko-





Liite 5: Potilasnäytteiden sekvensointidata 
 
Taulukko 21. Näytteiden sekvensointitiedot ovat peräisin Turun yliopiston bioinformatiikkayk-
sikön Arfa Mehmoodin, Asta Laihon ja Laura Elon suorittamasta geeniekspression profiloinnin 
tutkimuksesta Elina kaikkoselle ja Johanna Schleutkerille (Project 150067, January 28 2016). 
Taulukkoon merkitty kaikkien luentojen määrä. Kyseessä on totaali RNA kirjasto. 
Näytteen 35 tulokset ovat peräisin ”Project 150048_II Jenni Mäki-Jouppila, Stranded mRNA 
Sequencing” -sekvensoinnista. Sekvensointi tehtiin eturauhasen kudosnäytteistä, joista toinen 
oli syöpäkudosta ja toinen normaalia kudosta. Kyseessä on mRNA kirjasto. 
Näyte ja kudos-
tyyppi 




tal mapped reads, mil-
joonaa) 
10 normaali Totaali RNA kirjasto 40 37,7 
32 syöpä Totaali RNA kirjasto 36,4 33,1 
35 normaali mRNA kirjasto 31,7 29,1 
35 syöpä mRNA kirjasto 26,2 23,7 
161 syöpä Totaali RNA kirjasto 37,4 34,9 
202 syöpä Totaali RNA kirjasto 54,2 51 
205 syöpä Totaali RNA kirjasto 47,6 45,8 
207 syöpä Totaali RNA kirjasto 32,1 30,8 
214 syöpä Totaali RNA kirjasto 32,9 30,8 
 
 
Liite 6: ANO7 potilasnäytteiden ddPCR-mittauksien yksityiskohtaiset tu-
lokset 
 
Taulukko 22. Eksoni 16 rs7593101 -variantin potilasnäytteiden ddPCR-mittauksien yhteenveto. 
Taulukkoon merkitty varianttialleelin suhde referenssialleeliin on Quantasoft-ohjelman ”ratio” -
ikkunan antama tulos. Tuloksiin listattu mittauksien keskiarvo x̅, keskihajonta σ ja vaihteluväli 





















10* (6) x̅ 6,66   
σ 2,74  
W 3,15-9,47 
x̅ 6,47  
σ 3,04  
W 2,01-10 
x̅ 71,5  
σ 30,66 
W 33-104 
x̅ 69,5  
σ 33,69  
W 21-103 
x̅ 1,1  
σ 0,28  
W 0,78-1,57 
32 (6) x̅ 13,55  
σ 0,58  
W 12,9-14,3 
x̅ 13,92  
σ 0,93  
W 12,4-14,9 
x̅ 140,67 
σ 13,78  
W 133-
157 
x̅ 144  
σ 11,1  
W 125-
159 
x̅ 0,98  
σ 0,06  
W 0,89-1,05 





































































































Taulukko 23. Eksoni 8 rs2074840 -variantin potilasnäytteiden ddPCR-mittauksien yhteenveto. 
Taulukkoon merkitty varianttialleelin suhde referenssialleeliin on Quantasoft-ohjelman ”ratio” -
ikkunan antama tulos. Tuloksiin listattu mittauksien keskiarvo x̅, keskihajonta σ ja vaihteluväli 
W. Tähdellä (*) merkityillä näytteillä ilmeni mittauksissa vain yksi poikkeava pisara, joka olete-
















































































































































Taulukko 24. Eksoni/introni 4 rs77559646 -variantin potilasnäytteiden ddPCR-mittauksien yh-
teenveto. Taulukkoon merkitty referenssialleelin suhde varianttialleeliin on Quantasoft-
ohjelman ”ratio” -ikkunan antama tulos. Tuloksiin listattu mittauksien keskiarvo x̅, keskihajonta 
σ ja vaihteluväli W. Tähdellä (*) merkityillä näytteillä ilmeni mittauksissa vain yksi poikkeava 

































































































































214 (2) x̅ 6,39 
σ 0,66 
W 5,92-6,85 
x̅ 0 
 
x̅ 90 
σ 0 
W 90-90 
x̅ 0 
 
Vain refe-
renssi 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
